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1 Einleitung
Die große Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren umfasst eine Vielzahl von
Rezeptoren. Sie sind in der Zellmembran lokalisiert und leiten Signale über G-Pro-
teine an das Zellinnere weiter.
Die Expression und Aktivität dieser Rezeptoren wird durch unterschiedliche Prozes-
se reguliert. Diese finden auf der Ebene der Transkription und Translation sowie der
Ebene der fertigen Proteine, z.B. durch Phosphorylierung, statt. Die Regulations-
prozesse stehen wiederum unter dem Einfluss von endokrin, parakrin und autokrin
agierenden Faktoren.
In der Medizin sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren wichtige Targets für Medika-
mente (Lundstrom, 2005, 2006), wodurch diese Rezeptorgruppe eine hohe klinische
Relevanz hat.
Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren werden in unterschiedliche Untergruppen un-
terteilt, wobei die vorliegende Arbeit auf die Untergruppe der sogenannten leucin-
rich repeat-containing G-protein-coupled receptors (LGRs) fokussiert ist.
1.1 Theoretischer Hintergrund
1.1.1 LGRs  G-Protein-gekoppelte Rezeptoren: Was wissen wir bis heute?
Strukturell sind sich alle bis heute bekannten LGRs relativ ähnlich:
Am N-terminalen Ende der Rezeptorproteine befindet sich eine große extrazellu-
läre Domäne, die sich aus vielen Leucin-reichen Abschnitten (LRR = leucin-rich-
repeats) zusammensetzt. Zudem zeichnet die charakteristische, siebenfach die Mem-
bran durchspannende Domäne (TM) die Struktur der LGRs aus.
Heute werden die LGR-Rezeptoren, basierend auf der Struktur ihrer Ektodomänen,
in drei verschiedene Untergruppen unterteilt (Hsu et al., 1998):
1
1 EINLEITUNG
1. Die Typ A-Untergruppe (follicle stimulating hormone receptor (FSHR), lutei-
nizing hormone receptor (LHR) und thyroidea stimulating hormone receptor
(TSHR)) zeichnet sich durch Ektodomänen aus, die neun LRRs besitzen.
2. Die Typ B-Untergruppe (LGR 4-6) wird durch Ektodomänen, die aus 17 LRRs
aufgebaut sind, charakterisiert.
3. Die Typ C-Untergruppe (LGR 7 und LGR 8) besitzt eine Ektodomäne aus
zehn LRRs und ein low-density lipoprotein class A module (LDLa) am N-ter-
minalen Ende der LRRs.
Auf die hufeisenförmig angeordneten LRRs folgt eine variable Scharnierregion,
welche die Ektodomäne mit der charakteristischen Transmembrandomäne verbindet.
Der C-Terminus liegt intrazellulär (Hsu, 2003).
Nach neusten Empfehlungen der Internationalen Union für Pharmakologie werden
die beiden Rezeptoren der Typ-C-Untergruppe gemeinsam mit zwei weiteren, erst
kürzlich entdeckten Rezeptoren (GPCR135 / SALPR und GPCR142 / GPR100) für
H3 Relaxin (Liu et al., 2003) bzw. INSL5 (Liu et al., 2004) zur Gruppe der relaxin
family peptide (RXFP) receptors zusammengefasst und folglich nunmehr als RXFP
14 bezeichnet (Bathgate et al., 2006). Der Einfachheit halber werden die beiden
in dieser Arbeit betrachteten RXFP-Rezeptoren weiterhin als LGR 7 (entspricht
RXFP1) und LGR 8 (entspricht RXFP2) benannt.
Die im Rahmen dieser Arbeit detailliert untersuchte Expression der Rezeptoren
LGR 4 und LGR 5 wurde erstmalig von Hsu et al. beschrieben (Hsu et al., 1998).
Die Liganden und Signaltransduktionswege der beiden Rezeptoren sind allerdings
bis heute nicht bekannt.
Für den LGR 7 und den LGR 8 wurden von Hsu et al. Relaxin und das insulin-like
peptide 3 (INSL3) als Liganden identifiziert (Hsu et al., 2002). Diese Arbeitsgruppe
zeigte, dass Relaxin und INSL3 in der Lage sind, an den bis dahin als orphans gel-
tenden Rezeptoren LGR 7 und LGR 8 eine durch zyklisches Adenosinmonophosphat
(cAMP) vermittelte Signaltransduktionskaskade auszulösen.
Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor LGR 8 ist der einzige bis heute bekannte Rezep-
tor für INSL3 in vivo (Bogatcheva et al., 2003; Kamat et al., 2004; Halls et al., 2005).
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In vitro Studien hingegen zeigen, dass der LGR 8-Rezeptor neben INSL3 auch huma-
nes H1 und H2 Relaxin sowie Schweinerelaxin mit hoher Affinität bindet (Hsu et al.,
2002; Kumagai et al., 2002), so dass spekuliert werden kann, dass zumindest Teile
der Relaxin-induzierten Zellantworten in einigen Spezies LGR 8-vermittelt ablaufen
könnten.
Die beiden Rezeptoren LGR 7 und LGR 8 scheinen auf ähnlichen Wegen ihre Li-
ganden zu binden und folgend Signaltransduktionskaskaden in Gang zu setzen. Die
primäre Ligandenbindungsstelle liegt in der Ektodomäne der Rezeptoren. Von dort
aus startet die initiale Rezeptoraktivierung. Zudem scheint zusätzlich eine weniger
starke Bindung zwischen Ligand und Transmembrandomäne des Rezeptors für die
Ligandenerkennung von Bedeutung zu sein (Sudo et al., 2003; Halls et al., 2005;
Scott et al., 2006).
Zum heutigen Zeitpunkt muss davon ausgegangen werden, dass sich die beiden
Typ-C-LGR-Rezeptoren Signaltransduktionswege teilen, bei denen der cAMP-Weg
 und hier besonders die Steigerung der cAMP-Konzentration  als gesicherter, wich-
tiger Mediator der zellulären Aktionen gilt (Hsu et al., 2002; Kumagai et al., 2002;
Sudo et al., 2003).
Allerdings zeigen neuere Studien, dass INSL3 in Spermatogonien und Eizellen eine
Reduktion der cAMP-Spiegel bewirkt (Kawamura et al., 2004), was darauf hinweist,
dass hier ein anderer Mechanismus der Signalübermittlung eine Rolle spielen dürfte.
Neben der cAMP-vermittelten intrazellulären Antwort auf die Rezeptoraktivierung
wird immer noch darüber spekuliert, ob es weitere Signaltransduktionswege gibt,
die vom LGR 7- und LGR 8-Rezeptor genutzt werden.
Über den LGR 7-Rezeptor wissen wir, dass zellspezifische Signaltransduktionsme-
chanismen existieren, die u.a. Stickstoffmonoxid (NO) (Conrad und Novak, 2004),
MAPK-Signaltransduktionswege (Zhang et al., 2002), Tyrosinkinasephosphorylie-
rungen (Bartsch et al., 2001; Palejwala et al., 2001) und die Regulation von Ionen-
kanälen umfassen (Meera et al., 1995).
Die Datenlage bezüglich weiterer Signaltransduktionsmechanismen des LGR 8-Rezep-
tors ist noch sehr vage (Bathgate et al., 2006).
Für die LGR 7-Relaxinbindung liegt das Kontaktmotiv in der B-Kette des Hormons
(Sudo et al., 2003) und es ist bekannt, dass das extrazelluläre LDLa-Modul des Re-
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zeptors für die intrazelluläre Aktivierung spezifischer Signaltransduktionskaskaden
essentiell ist (Scott et al., 2006).
Für die Interaktion von LGR 8 mit seinem Liganden INSL3 sind genaue Bindungs-
motive noch nicht sicher identifiziert. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass besonders
Tryptophan an Position B27 für die Hormonbindung eine herausragende Rolle spielt
(Büllesbach und Schwabe, 1999, 2006; Rosengren et al., 2006).
Die A-Kette des INSL3 trägt zur vollständigen Rezeptoraktivierung bei, bei der ver-
mutlich der Anstieg der intrazellulären cAMP-Konzentration vermittelt wird (Bül-
lesbach und Schwabe, 2007). Im Bereich der A-Kette gekürzte INSL3-Produkte wir-
ken dadurch als hochaffine LGR 8-Antagonisten (Büllesbach und Schwabe, 2005),
die mit uneingeschränkter Affinität an den Rezeptor binden, allerdings nachfolgend
keine intrazellulären Antworten auslösen. Derartig veränderte INSL3-Produkte sind
eventuell für die pharmakologische Industrie in der Zukunft von Bedeutung.
Insgesamt muss gesagt werden, dass wir über die Mechanismen der Signaltransduk-
tion und second messenger der LGRs sicherlich erst am Anfang unseres Wissens
stehen und sich erst in den nächsten Jahren klären wird, welche second messenger -
Kaskaden gewebespezifisch aktiviert werden.
1.1.2 LGR 4 und LGR 5  zwei Rezeptoren mit unbekannten Liganden
Über die Expressionsmuster der beiden orphans ist bis heute noch wenig bekannt.
Zur Zeit wird spekuliert, dass die Liganden der beiden Rezeptoren wahrscheinlich
Proteohormone sind.
1.1.2.1 LGR 4
Die chromosomale Lokalisation des LGR 4-Gens ist bisher nicht definitiv geklärt.
Hsu et al. (Hsu et al., 1998) lokalisierten den Rezeptor auf dem langen Arm von Chro-
mosom 5 des menschlichen Genoms, wohingegen Loh et al. (Loh et al., 2000) das
entsprechende Gen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 11 bestimmten. Die Grün-
de für die unterschiedlichen Lokalisationen sind noch unklar. Interessant erscheint
allerdings, dass das humane WAGR-Syndrom (Nephroblastom, Aniridie, urogenitale
Fehlbildungen und mentale Retardierung) aus Deletionen in der Region des kurzen
Arms von Chromosom 11 des Menschen resultiert (Crolla et al., 1997).
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Mit dem Wissen, dass LGR 4 −/− Mäuse Abnormalitäten in der Entwicklung der
Geschlechtsorgane (Mazerbourg et al., 2004; Hoshii et al., 2006; Mendive et al., 2006)
und der Entwicklung der vorderen Augensegmente (u.a. Irishypoplasien (Weng et al.,
2008)) aufweisen, erscheint die Lokalisation auf Chromosom 11 zunächst wahrschein-
licher, da spekuliert werden kann, dass das LGR 4-System eventuell auch beim Men-
schen mit Missbildungssyndromen, wie z.B. WAGR, assoziiert ist. Allerdings wurden
bei den LGR 4 −/−Mäusen keine Nephroblastome sondern lediglich Hypoplasien der
Nieren gefunden (Kato et al., 2006).
Das humane LGR 4-Protein setzt sich aus 951 Aminosäuren (AS) zusammen. Das
komplette Gen umfasst mehr als 60 kb und 18 Exons sowie 17 Introns (Hsu et al.,
1998; Loh et al., 2001). Die Proteinstruktur des Rezeptors wird vermutlich durch
Cystein-Bausteine in der ersten und zweiten extrazellulären Schleife stabilisiert (Hsu
et al., 1998).
In der Aminosäuresequenz des LGR 4 fanden sich mehrere potentielle Phosphorylie-
rungsstellen, darunter Sequenzen für Phosphorylierungen durch die Proteinkinase A
(Hsu et al., 1998), die cAMP-abhängige Protein Kinase C und Casein Kinasen (Loh
et al., 2001).
Durch Arbeiten von Gao et al. (Gao et al., 2006b) gibt es Hinweise, dass der LGR 4-
Rezeptor über eine Stimulation der Adenylatcyclase und anschließend über eine
Erhöhung des cAMP-Spiegels intrazelluläre Signaltransduktionskaskaden aktiviert.
Diese Entdeckung lässt sich gut mit den bereits bekannten Signaltransduktionswe-
gen der verwandten Glykoprotein- und Relaxinrezeptoren in Einklang bringen.
Eventuell könnte dieses Wissen zukünftig helfen, potentielle Liganden und Signal-
transduktionswege des Rezeptors zu finden.
Die LGR 4-mRNA-Expression ist bis heute bei Menschen (Hsu et al., 1998; Loh
et al., 2001) und Mäusen (Loh et al., 2001; Van Schoore et al., 2005) untersucht
worden.
Es fanden sich Transkripte in multiplen steroidabhängigen Organen wie der Pla-
zenta (Hsu et al., 1998), dem Ovar (Hsu et al., 1998; Van Schoore et al., 2005),
dem Hoden (Hsu et al., 1998; Van Schoore et al., 2005) und der Nebenniere (Hsu
et al., 1998). Weiterhin wurde eine Expression im Rückenmark (Hsu et al., 1998),
in der Schilddrüse (Hsu et al., 1998), im Pankreas (Loh et al., 2001), in den Haaren
(Van Schoore et al., 2005) und im Knorpel (Van Schoore et al., 2005) nachgewiesen.
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Eine schwächere Expression fand sich zudem in Nieren (Loh et al., 2001; Van Schoo-
re et al., 2005), Gehirn (Loh et al., 2001; Van Schoore et al., 2005), Herz (Loh et al.,
2001; Van Schoore et al., 2005), Muskulatur (Loh et al., 2001) und peripherem Ner-
vensystem (Van Schoore et al., 2005).
Auch zeigte sich in den Expressionsstudien, dass die LGR 4-mRNA bereits vor dem
siebten Entwicklungstag in den Mäuseembryonen detektierbar war und rund um den
15. Tag die stärkste Expression erreichte (Loh et al., 2001).
Für den LGR 4-orphan-Rezeptor gibt es Hinweise, dass er in die embryonale Aus-
reifung diverser Organsysteme (u.a. in das blutbildende System (Song et al., 2008))
eingreift und nicht zuletzt auch an der Entwicklung des Reproduktionstrakts (Ho-
shii et al., 2006; Mendive et al., 2006) beteiligt ist. Zudem sind LGR 4 −/− Mäuse
infertil, weisen eine intrauterine Wachstumsverzögerung sowie eine erhöhte perina-
tale Letalitätsrate auf (Mazerbourg et al., 2004) und leiden unter einer reduzierten
definitiven Erythropoese (Song et al., 2008).
1.1.2.2 LGR 5
Das LGR 5-Rezeptorgen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 12 lokalisiert
(Hsu et al., 1998).
Das LGR 5-Protein umfasst 907 Aminosäuren (Hsu et al., 1998) und die Protein-
struktur des LGR 5-Rezeptors ähnelt stark der des LGR 4-Rezeptors (Hsu et al.,
1998; Loh et al., 2001).
Durch Analyse von hepatozellulären Karzinomen ist bekannt, dass das LGR 5-
Rezeptorsystem u.a. der Kontrolle von Wnt-Signaltransduktionswegen unterliegt
(Yamamoto et al., 2003). Allerdings sind die Ideen über mögliche weitere Signal-
transduktionskaskaden des LGR 5 noch sehr vage und es werden weitere Arbeiten
vonnöten sein, um mögliche Signaltransduktionswege des LGR 5 im Detail zu klären.
Die LGR 5-mRNA-Expression beim Menschen ist bis heute nicht gut untersucht, es
existiert lediglich eine Arbeit (Hsu et al., 1998). Die höchsten mRNA-Expressions-
raten fanden sich im Skelettmuskel. Ebenso wurde das Transkript in der Plazenta,
im Rückenmark, im Gehirn, in der Nebenniere, im Gastrointestinaltrakt (Dickdarm,
Magen) und im Knochenmark nachgewiesen.
An Mäusen ist die LGR 5-mRNA-Expression von Morita et al. (Morita et al., 2004)
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untersucht worden. Hier zeigten sich die höchsten Expressionsspiegel in der Neben-
niere (insbesondere in den Zellen der Rinde) und der Leber. Weiterhin wurde eine
schwächere Expression in folgenden Organen nachgewiesen: Dickdarm, Niere, Dünn-
darm, Magen, Milz, Gehirn, Muskel, Plazenta, Lunge und Herz.
Von der Expression des LGR 5-Rezeptors muss also bis heute angenommen werden,
dass sie sich zumindest in ihrem Niveau in den Organen von Mensch und Maus
unterscheidet.
Studien von Morita et al. (Morita et al., 2004) weisen darauf hin, dass das LGR 5-
System in der Entwicklung und Ausreifung der kraniofaszialen Region und, damit
zusammenhängend, für das postnatale Überleben eine Rolle spielt. Die LGR 5 −/−
Mäuse wiesen alle eine Ankyloglossie auf.
Somit scheinen bei den LGR 5 −/−Mäusen die Prozesse des programmierten Zelltods
und der Resorption  zumindest im Bereich der Mundhöhle  offensichtlich gestört
zu sein.
Über Auffälligkeiten im Reproduktionstrakt der LGR 5 −/− knock-out-Mäuse wurde
nicht berichtet.
1.1.3 LGR 7 und LGR 8  der Relaxin- und der INSL3-Rezeptor
Über die mRNA- und Proteinexpression des Relaxinrezeptors (LGR 7) gibt es inzwi-
schen eine große Anzahl an Studien. Im Menschen wurde die LGR 7-mRNA nicht
nur in den Organen des Reproduktionstrakts  wie dem Ovar (Hsu et al., 2002),
Uterus (Hsu et al., 2002; Ivell et al., 2003; Bond et al., 2004; Luna et al., 2004;
Mazella et al., 2004) und der Plazenta (Hsu et al., 2002; Lowndes et al., 2006) 
gefunden, sondern auch im zentralem Nervensystem (ZNS) (Hsu et al., 2002), in
diversen inneren Organen  wie Niere, Herz, Lunge, Leber, Schilddrüse, Nebenniere
und Speicheldrüsen (Hsu et al., 2002) , im Skelettmuskel (Hsu et al., 2002), in
peripheren Blutzellen (Hsu et al., 2002), im Knochenmark (Hsu et al., 2002), in der
Haut (Hsu et al., 2002) und in der Monozytenzelllinie THP-1 (Nguyen et al., 2003).
Im männlichen Reproduktionsstrakt konnte eine Expression für den Hoden und die
Prostata nachgewiesen werden (Hsu et al., 2002).
Eine zusätzliche, kürzere LGR 7-Splicevariante wurde im Eileiter, im Uterus, im
Dickdarm und im Gehirn gefunden (Hsu et al., 2000).
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Auf Proteinebene konnte bis heute eine LGR 7-Rezeptorexpression in Uterus (Kohsa-
ka et al., 1998; Ivell et al., 2003; Luna et al., 2004), Zervix (Kohsaka et al., 1998),
Ovar (Shirota et al., 2005), Brustdrüsen (Kohsaka et al., 1998; Ivell et al., 2003),
Plazenta (Lowndes et al., 2006) und fetalen Membranen (Lowndes et al., 2006) sowie
der Monozytenzelllinie THP-1 (Parsell et al., 1996) nachgewiesen werden. Die Zell-
typen, die den Rezeptor innerhalb der Gewebe exprimieren, und die Faktoren, die
die Relaxinrezeptor-Expression regulieren, sind bisher nur teilweise charakterisiert.
1.1.3.1 Die LGR 8-Expression
Eine LGR 8-mRNA-Expression wurde in Gehirn, Hypophyse, Schilddrüse, Niere,
Skelettmuskel, peripheren Blutzellen, Knochenmark, Hoden, Prostata und Uterus
des Menschen nachgewiesen (Hsu et al., 2002; Klonisch et al., 2005).
In Mäusen und Ratten wurde eine LGR 8-mRNA-Expression vor allem in den Orga-
nen des Reproduktionstrakts, im Gehirn, in der Aorta und in der Harnblase gefunden
(Kamat et al., 2004; Anand-Ivell et al., 2006; Feng et al., 2007; Filonzi et al., 2007).
Weiterhin belegten Yan et al. (Yan et al., 2006), dass der LGR 8-Rezeptor ins-
besondere im sich entwickelnden Myometrium und im endometrialen Stroma von
neugeborenen und trächtigen Schweinen exprimiert wird.
1.1.4 Die Liganden  Relaxin und INSL-3
1.1.4.1 Relaxin ist der spezifische Ligand für den LGR 7-Rezeptor
Das Hormon Relaxin gehört zur Familie der Insulin- und Relaxin-ähnlichen Moleküle
(Adham et al., 1993; Büllesbach und Schwabe, 1995; Pusch et al., 1996; Ivell, 1997),
die nunmehr neun Mitglieder umfasst (siehe Tabelle 1.1).
Das zirkulierende Hormon Relaxin wurde erstmals 1926 von Hisaw entdeckt, der be-
obachtete, dass Seruminjektionen von trächtigen Meerschweinchen bzw. Kaninchen
bei jungfräulichen Tieren eine Relaxation des Ligamentum pubicum bewirkten (Hi-
saw, 1926). 1983 bzw. 1984 wurde erstmalig die humane Gensequenz des Relaxins
von Hudson et al. (Hudson et al., 1983, 1984) bestimmt. Seitdem wissen wir, dass
es beim Menschen und einigen Menschenaffen mehrere Relaxinisoformen (H1H3)
gibt (Hudson et al., 1983, 1984; Bathgate et al., 2002).
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Tabelle 1.1: Die Mitglieder der Familie der Insulin- und Relaxin-ähnlichen
Moleküle
Name Alternativer Name Abkürzung
Insulin INS
Insulin like
growth Factor I
IGF-I
Insulin like
growth Factor II
IGF-II
Relaxin H1 RLX (RLN)
Relaxin H2 RLX (RLN)
Relaxin H3 RLN3
Relaxin-like
Factor
Leydig-Insulin-like Peptide /
INSL3
RLF
Placentin Early placental Insulin-like Factor /
INSL4
(EPIL)
INSL5 Relaxin/Insulin-like Factor 2 (RIF2)
INSL6 Relaxin/Insulin-like Factor 1 (RIF1)
Relaxin H2 ist die einzige Isoform, die ins Blut sezerniert wird, dort zirkuliert und da-
mit endokrin wirksam ist. H2 Relaxin wird in der lutealen Phase des Zyklus und der
Schwangerschaft von Schweinen, Ratten, Mäusen und Menschen hauptsächlich durch
das Corpus luteum produziert und sezerniert (Bogic et al., 1995; Sherwood, 2004).
Weitere, untergeordnete Quellen der Relaxinsekretion (H1 und H2) sind das endome-
triale Stroma der spätlutealen Phase und der Schwangerschaft (Bryant-Greenwood
et al., 1993), die decidualen Zellen (Koay et al., 1985), die Plazenta (Koay et al.,
1985; Sakbun et al., 1990), das native, zystische und neoplastische Brustgewebe (Ta-
shima et al., 1994) sowie der gesunde und neoplastische Magen und das Dünn- und
Dickdarmgewebe (Stemmermann et al., 1994).
1.1.4.1.1 Relaxin  ein parakriner Modulator während der Schwangerschaft?!
Die oben erwähnte lokale Relaxin(H2)-Expression und -Sekretion der unterschiedli-
chen Gewebe, insbesondere des weiblichen Reproduktionstrakts, deutet klar darauf
hin, dass Relaxin in der lutealen Phase des Zyklus und insbesondere während der
Schwangerschaft lokale, parakrine Wirkungen an Ovar, Uterus und Vagina ausübt.
Bezüglich dieser lokalen Relaxinwirkungen gibt es eine große Anzahl von Studien
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und Ergebnissen, über die zunächst ein Überblick gegeben werden soll.
Beim Menschen gibt es deutliche Hinweise darauf, dass Relaxin bei der Umwand-
lung des Endometriums zum Zeitpunkt der Implantation eine entscheidende Rolle
spielt. Erstens werden höchste Serumrelaxinkonzentrationen im ersten Trimester der
Schwangerschaft gemessen (Bryant-Greenwood und Schwabe, 1994), der Zeit wäh-
rend der die Implantation des Embryos erfolgt. Zweitens weisen viele Studien 
besonders an Affen  darauf hin, dass Relaxin direkt mit einer gesteigerten endome-
trialen Angiogenese und einer Dickenzunahme des Endometriums in Zusammenhang
steht (Einspanier et al., 2001; Goldsmith et al., 2004). Allerdings wird zum heuti-
gen Datum, basierend auf den genannten Studienergebnissen, davon ausgegangen,
dass die Rolle von Relaxin bei der Implantation eher unterstützend denn zwingend
erforderlich ist, da diese potentiell Relaxin-vermittelten Phänomene auch bei ovar-
ektomierten Menschen und anderen Primaten auftreten (Johnson et al., 1991).
Diverse Studien demonstrieren, dass Schwangerschaften auch ohne Präsenz eines
funktionalen, Relaxin-sezernierenden Ovars bzw. Corpus luteum unter Steroidhor-
mongabe experimentell initiiert und aufrecht erhalten werden können (Castracane
et al., 1985; Emmi et al., 1991).
Nichtsdestotrotz wird Relaxin vom Synzytiotrophoblasten und vom sekretorischen
Endometrium der Primaten sezerniert (Yki-Jarvinen et al., 1983; Einspanier et al.,
1997), so dass die Frage nach der Rolle des embryonalen und endometrialen Relaxins
für die Implantation und die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft gestellt werden
muss.
Von Pinselohräffchenembryos wissen wir, dass sie in vitro vor dem Auftauchen von
messbaren humanen Choriongonadotropin(hCG)-Konzentrationen und einer sicht-
baren Implantation eine Substanz sezernieren, die die Anzahl der Blutplättchen
reduziert und ihre Aggregation in vivo verhindert (Hearn et al., 1988, 1991). Da
Relaxin die Freisetzung von Thrombozyten aus Megakaryozyten unterdrückt, die
Aggregation der Plättchen in vivo und in vitro reduziert (Bani et al., 1995) und
Relaxingentranskripte im Endometrium vor der Implantation präsent sind (Yki-
Jarvinen et al., 1983), wird angenommen, dass endometriale Relaxingene Ziele von
embryonalen Signalfaktoren während der periimplantären Periode sind.
Als ein weiterer möglicher Mechanismus der Relaxinwirkung auf die Implantation
wird die Freisetzung von endometrialem Glycodelin diskutiert, da die Glycodelin-
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sekretion durch Relaxin gesteigert wird (Stewart et al., 1997). Glycodelin gilt als
potentes physiologisches Immunsuppressivum und Relaxin könnte damit indirekt
die maternale Abstoßungsreaktion des Embryos verhindern (Dell et al., 1995).
Weiterhin demonstriert das Kaninchen als Modell, dass die endometriale Relaxinse-
kretion nach der Konzeption auf die Stelle der Implantation beschränkt bleibt (Lee
und Fields, 1990), so dass geschlossen werden kann, dass Relaxin dort einen lokalen
parakrinen Effekt ausübt.
Die decidualisierungsfördernden Effekte von hCG auf endometriale Stromazellen von
Primaten werden durch die Anwesenheit von Relaxin verstärkt (Benedetto et al.,
1990; Lane et al., 1994). Relaxin alleine reicht allerdings für die komplette Deci-
dualisierungsreaktion nicht aus (Lane et al., 1994), auch wenn typische Marker des
Decidualisierungsprozesses, wie zB. das insulin-like growth factor binding protein 1
(IGFBP-1) (Mazella et al., 2004) durch exogene Relaxingaben in kultivierten en-
dometrialen Stromazellen deutlich hochreguliert werden. Zudem ist bekannt, dass
auch die Expression des Wilms' Tumor Suppressor Gens WT1 durch Relaxin in kul-
tivierten endometrialen Stromazellen signifikant gesteigert wird. WT1 Transkripte
werden als frühe, die Decidualisierungsreaktion des Endometriums kontrollierende
Transkriptionsfaktoren diskutiert (Makrigiannakis et al., 2001).
Somit kann spekuliert werden, dass gezielte Relaxingaben rund um den Zeitpunkt
des Embryonentransfers im Rahmen der in vitro Fertilisations(IVF)-Therapie die
Rate der erfolgreich etablierten Schwangerschaften steigern können, auch wenn nur
ein Embryo transferiert wird. Dies würde das Risiko der Mehrfachschwangerschaft,
die immer noch eins der zentralen Probleme der künstlichen Befruchtung darstellt,
im Rahmen der IVF senken.
Trotzdem bleibt Relaxin zunächst nur einer von vielen möglichen parakrinen Mo-
dulatoren des Decidualisierungsprozesses, über den herausgefunden werden muss,
ob er in vivo notwendig für die optimale und klinisch relevante Decidualisierung,
Embryoimplantation und Plazentaentwicklung ist.
Einer der wichtigsten Schritte der frühen Schwangerschaft ist die Vaskularisation des
Embryos (Ghosh et al., 2000). Relaxin  ähnlich wie hCG  steigert die Expression
des vascular endothelial growth factor (VEGF) in endometrialen Stromazellen in
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vitro und verändert die maternale Vaskularisierung bei Affen (Unemori et al., 1999).
Somit kann spekuliert werden, dass einige der hCG-vermittelten Effekte auf die
endometriale Angiogenese und den embryonalen Anschluss an die maternalen Gefäße
während der Schwangerschaft von Primaten durch lokale Wirkungen von Relaxin
erreicht werden. Wie Relaxin allerdings mit Östrogenen und Progesteron interagiert
und ob z.B. weitere Mediatoren der Angiogenese involviert sind, ist bis heute unklar.
Im Myometrium von Mäusen, Ratten und Schweinen vermittelt Relaxin die Rela-
xation der glatten Muskelzellen. Ein derartiger Effekt konnte bei Schafen, Kühen
und Menschen nicht belegt werden (Heng et al., 2008; reviewed in Sherwood, 2004;
Bathgate et al., 2006). Bei Nagetieren bewirkt Relaxin während der späten Schwan-
gerschaft und Geburt die Auflockerung und Vergrößerung der Vagina und Zervix
(reviewed in Bathgate et al., 2006) und ermöglicht somit eine sichere und schnelle
Geburt (Lee et al., 2005).
Kongruent dazu zeigen Versuche an LGR 7 −/− knock-out-Mäusen (Krajnc-Franken
et al., 2004), dass die Weibchen zwar fertil sind und normale Wurfgrößen aufwei-
sen, allerdings z.T. Schwierigkeiten hatten, die Jungtiere zu gebären. Es starben
etwa 15 % des Wurfs direkt nach der Geburt, was evtl. auf den erschwerten und
verlängerten Geburtsvorgang zurückzuführen ist.
Idiopathische Relaxingaben beim Menschen, mit dem Ziel die Zervixentwicklung
zu fördern und bei Risikopatienten den Geburtsvorgang zu erleichtern, scheiterten
allerdings in der klinischen Erprobung bis dato (reviewed in Bathgate et al., 2006).
Relaxin wird auch im männlichen Reproduktionstrakt exprimiert. Das Hormon stei-
gert die Spermienbeweglichkeit und erleichtert die Penetration der Eizelle (Weiss,
1989). Möglicherweise wirkt das in der Samenflüssigkeit vorhandene Relaxin direkt
am weiblichen Reproduktionstrakt und bereitet somit das Endometrium auf die
Implantation vor. Wird die Relaxinwirkung am Endometrium u.a. durch diesen in-
direkten Weg vermittelt, so liegt hierin eine Erklärung, warum auch ovarektomierte
Frauen typische, implantationsabhängige und vermutlich Relaxin-vermittelte Ver-
änderungen am Endometrium zeigen.
1.1.4.2 INSL3 ist der spezifische Ligand für den LGR 8-Rezeptor
Das Hormon INSL3 (auch als relaxin-like factor (RLF) bzw. Leydig insulin-like
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peptide (Ley-I-L) bekannt) gehört, wie weiter oben bereits erwähnt, in die gleiche
Familie wie Relaxin und ist mit diesem strukturell verwandt. Über die Sekundär-
struktur von INSL3 wird allerdings angenommen, dass sie weniger helikal ist als die
von Relaxin (Smith et al., 2001). Die dadurch bedingte abweichende Konformation
der Bindungsmotive könnte die nur schwach affine Bindung von Relaxin an LGR 8
in vitro und die nicht vorhandene INSL3/LGR 7-Interaktion erklären.
Zunächst wurde INSL3 als hodenspezifisches Transkript in testikulären Geweben von
Schweinen von Adham et al. (Adham et al., 1993) entdeckt. Weitere Studien zei-
gen, dass die Leydig-Zellen des Hodens zwar die Hauptquelle der INSL3-Expression
sind (Foresta et al., 2004; Bay et al., 2005), sich das Hormon aber auch in ande-
ren Geweben des Reproduktionstrakts von Tieren (Bathgate et al., 1996; Zarreh-
Hoshyari-Khah et al., 1999; Hombach-Klonisch et al., 2000b; Klonisch et al., 2001)
und Menschen (Tashima et al., 1995; Bamberger et al., 1999; Hombach-Klonisch
et al., 2000a), u.a. im weiblichen Endometrium (Hombach-Klonisch et al., 2001),
finden lässt. Zahlreiche INSL3-Expressionsstudien deuten darauf hin, das INSL3
zwar konstitutiv, aber vom Differenzierungsgrad der Gewebe abhängig, stärker bzw.
schwächer exprimiert wird (Pusch et al., 1996; Balvers et al., 1998; Klonisch et al.,
1999).
Aus den INSL3-mRNA-Expressionsstudien kann geschlossen werden, dass INSL3
auf Grund seiner konstitutiven aber gewebedifferenzierungsabhängigen Expression
einen idealen Marker für die Differenzierung bzw. ihrer Veränderung von testikulären
Leydig-Zellen darstellt (Balvers et al., 1998). Zudem scheint INSL3 als Marker für
gestörte Leydig-Zellfunktionen noch deutlich sensitiver zu sein als Testosteron (Bay
et al., 2006).
In weiblichen Geweben konnte im Tierversuch eine ähnliche differenzierungsabhän-
gige mRNA-Expression beobachtet werden. Es konnte an uterinem Gewebe von
Pinselohräffchen gezeigt werden, dass die INSL3-Expression beim Wechsel von der
proliferativen in die mehr differenzierte sekretorische Phase des Zyklus deutlich hoch-
reguliert wird (Zarreh-Hoshyari-Khah et al., 1999).
Bis heute ist allerdings noch nicht sicher geklärt, welche Funktionen das Hormon
beim Menschen ausübt.
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Bei Frauen konnte keine Modifikation der INSL3-Konzentration über den gesamten
Zyklus entdeckt werden, ebenso wurde eine Abhängigkeit zwischen FSH und INSL3
verneint (Foresta et al., 2004). Allerdings zeigen weibliche homozygote INSL3-knock-
out-Mäuse eine gestörte Fertilität mit kleineren Wurfzahlen (Nef und Parada, 1999).
Bei transgenen INSL3-überexprimierenden Mäusen kam es nach wenigen Tagen der
Trächtigkeit zum plötzlichen Absterben der Embryonen (Adham et al., 2002). Die
Gründe hierfür sind noch nicht klar, die Ergebnisse der Studie von Adham et al.
weisen allerdings darauf hin, dass INSL3 in der Fertilitäts- und Schwangerschaftsre-
gulation eine Rolle spielen könnte.
Zusammenfassend muss gesagt werden, dass wir sicherlich erst am Anfang unseres
Wissens über die beiden Hormone, ihre Wirkungen, Rezeptoren und Signaltrans-
duktionswege stehen und sich hier weiterhin ein für die Zukunft interessantes For-
schungsfeld auftut.
1.1.4.3 LGRs und Tumorpathologie
Neben den Hinweisen, dass die LGR-Rezeptoren und ihre Liganden im Reproduk-
tionstrakt scheinbar spezifische Aufgaben erfüllen, gibt es diverse Anzeichen, dass
die Rezeptoren und ihre z.T. unbekannten Liganden auch in der Tumorphysiologie,
insbesondere durch die Beeinflussung der Invasivität und Metastasierung, von Be-
deutung sein könnten (Sacchi et al., 1994; Ramos-DeSimone et al., 1999; Yamamoto
et al., 2003; Binder et al., 2004; Gao et al., 2006a; McClanahan et al., 2006; Tanese
et al., 2008).
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1.2 Fragestellung
Die Expression und Regulation des LGR 4 und LGR 5 im Reproduktionstrakt ist
bis heute schlecht charakterisiert  lediglich eine Arbeit (Hsu et al., 1998) weist eine
Expression in multiplen steroidabhängigen Organen, u.a. der Plazenta, nach.
Ergebnisse an LGR 4 −/− Mäusen (Mazerbourg et al., 2004; Hoshii et al., 2006;
Mendive et al., 2006) legen allerdings nahe, dass der orphan-Rezeptor und sein
unbekannter Ligand im Reproduktionstrakt spezifische Funktionen erfüllen. Somit
ist es von großem Interesse, die Expression des LGR 4-orphan-Rezeptors im humanen
weiblichen Reproduktionstrakt detaillierter zu klären.
Die Expression des Relaxinrezeptors LGR 7 im Reproduktionstrakt ist seit der Ent-
deckung des Liganden von zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht worden (Parsell
et al., 1996; Kohsaka et al., 1998; Hsu et al., 2000, 2002; Ivell et al., 2003; Nguyen
et al., 2003; Bond et al., 2004; Luna et al., 2004; Mazella et al., 2004; Shirota et al.,
2005; Lowndes et al., 2006), nichtsdestotrotz sind bis heute weder die Zelltypen,
die den Rezeptor innerhalb der Gewebe exprimieren, noch die Regulationsmechanis-
men der Relaxinrezeptorexpression im Detail charakterisiert. Zudem existieren z.T.
kontroverse Ergebnisse, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene (Ivell et al.,
2003; Bond et al., 2004; Luna et al., 2004; Mazella et al., 2004). Vor diesem Hin-
tergrund soll die vorliegende Arbeit dazu beitragen, die Relaxinrezeptorexpression
im Allgemeinen und ihre Lokalisation und Regulation im weiblichen Reproduktions-
trakt im Speziellen zu klären, um ein besseres Verständnis für die Rolle des LGR 7,
insbesondere während der frühen Schwangerschaft, zu bekommen.
Die humane endometriale INSL3-Sekretion (Hombach-Klonisch et al., 2001) war
Anlass, die LGR 8-Rezeptor-Expression, v.a. im Endometrium und der Decidua,
im Rahmen dieser Arbeit näher zu untersuchen, da erstens bis heute keine LGR 8-
Expressionsstudien am humanen weiblichen Reproduktionstrakt existieren und zwei-
tens zunächst davon ausgegangen werden muss, dass INSL3 auch am weiblichen Re-
produktionstrakt endokrine bzw. parakrine Funktionen erfüllt, die uns noch nicht
bekannt sind.
Die vorliegende Arbeit befasst sich somit erstmalig detailliert mit der mRNA-Expres-
sion der beiden orphan receptors LGR 4 und LGR 5 und des INSL3-Rezeptors
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(LGR 8) im humanen weiblichen Reproduktionstrakt und versucht, einen Beitrag
zur besseren Klärung der Regulation und Expression des Relaxinrezeptors (LGR 7)
im humanen Endometrium zu leisten.
Darüber hinaus wurde die Expression weiterer, zur selben Familie gehöriger Rezep-
toren  dem FSHR und LHR  sowie der gonadotropin releasing hormon receptors
GnRHR I und II im humanen Reproduktionstrakt untersucht, da ihre dortige Ex-
pression bis heute kontrovers diskutiert wird.
Zum Nachweis der mRNA-Expression wurde die Methodik der semiquantitativen
und Real-time Polymerasekettenreaktion (PCR) sowie der Northern Hybridisierung
gewählt.
Auf Proteinebene wurde die genaue Lokalisation der Rezeptoren durch Verwendung
immunhistochemischer Nachweise bestimmt.
Die zahlreichen Hinweise aus der Literatur, dass die hier untersuchten Rezeptoren
auch in der Tumorpathologie eine Rolle spielen könnten (Sacchi et al., 1994; Ramos-
DeSimone et al., 1999; Yamamoto et al., 2003; Binder et al., 2004; Gao et al., 2006a;
McClanahan et al., 2006; Tanese et al., 2008), waren Anlass, die mRNA-Expression
exemplarisch an  dem Reproduktionstrakt und der Mamma entstammenden  Kar-
zinomzelllinien (MCF-7, T47D, Hec 1a, Jeg-3, Jar und BeWo) zu untersuchen und
die Expressionsstudie somit zu vervollständigen.
16
2 Material und Methoden
2.1 Gewebeakquisition
2.1.1 Akquisition der unterschiedlichen Gewebe
2.1.1.1 Endometrium und Myometrium
Die Uteri, aus denen die endometrialen und myometrialen Proben sowie die Gewebe-
blöcke für die Histologie entnommen wurden, stammen allesamt von prämenopausa-
len Frauen mit einem regelmäßigen Zyklus. Die Hysterektomien wurden auf Grund
von benignen Erkrankungen des Uterus durchgeführt, wie z.B. Myomen mit einher-
gehenden funktionell bedingten Blutungen (Hypermenorrhoen, Metrorrhagien, Dys-
menorrhoen). Den Patientinnen wurde am Tag der Hysterektomie eine Blutprobe
zur Bestimmung der Serumspiegel von Östradiol, Progesteron und luteinisierendem
Hormon (LH) entnommen.
Zur Durchführung der histologischen Analysen wurden zwei Gewebeblöcke aus dem
Uterus entnommen, einer davon wurde tiefgefroren (40°C, Kryomaterial), der ande-
re wurde über Nacht in 3,7 % neutral gepuffertem Formalin fixiert und anschließend
über eine aufsteigende Isopropanol-Alkoholreihe entwässert und ohne Intermedium
in Paraffin eingebettet.
Endometriales und myometriales Abradat wurde in RNAwiz- bzw. RNAlater (Am-
bion, Huntingdon, United Kingdom) aufgenommen und bei 70°C bis zur RNA-
Isolierung gelagert.
2.1.1.2 Decidua
Humane Decidua aus dem ersten (5. bis 12. Woche der Schwangerschaft) und zweiten
Trimester (13. bis 17. Woche der Schwangerschaft) wurde durch wahlweise beendigte,
gesunde Schwangerschaften in Zusammenarbeit mit dem Centra voor Anticonceptie,
Seksualiteit en Abortus (CASA, Maastricht, Niederlande) mittels Vakuumaspiration
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erhalten. Nur Frauen mit durch hCG-Teste und sonographischen Kontrollen gesi-
cherter Fertilität  durchgeführt unmittelbar vor der Vakuumaspiration  wurden
in die Studie eingeschlossen. Zudem hatten alle Frauen bereits mindestens ein Kind
geboren und wiesen keine spontanen Aborte auf. Alle eingeschlossenen Frauen ha-
ben in den letzten drei Monaten vor der Schwangerschaft keine Hormonapplikation
erhalten.
Es wurden jeweils Fragmente der basalen Decidua (mit Trophoblast) und der pa-
rietalen Decidua entnommen. Die Identifizierung erfolgte mittels histologischer Me-
thoden und Zytokeratinmarkierungen der Trophoblastzellen wie von von Rango et
al. (von Rango et al., 2001) beschrieben.
2.1.1.3 T47D-Zellen
Die verwendeten T47D-Zellen wurden von der American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, Maryland, USA) erworben. Ursprünglich entstammen die Zellen
aus dem Pleuraerguss einer 54-jährigen Patientin mit infiltrativem duktalen Mam-
makarzinom.
T47D-Zellen exprimieren eine Vielzahl an Rezeptoren, u.a. den 17β-Östradiolrezep-
tor α und die A- und B-Isoform des Progesteronrezeptors.
2.1.1.4 Weitere verwendete Gewebe
Die Plazenta-Gesamt-RNA sowie die Gesamt-RNA der Chorionkarzinomzelllinien
Jeg-3, Jar und BeWo wurden freundlicherweise von Fr. Dr. Maria Kokozidou zur
Verfügung gestellt.
Die MCF7-, Ovar- und Testis-Gesamt-RNA wurde käuflich erworben (Ambion; Hun-
tingdon, UK).
Die endometriale Karzinomzelllinie Hec 1a wurde über die ATCC (Rockville, Ma-
ryland, USA) erworben und ist nach einem im Institut standardisierten Verfahren
kultiviert worden (Classen-Linke et al., 1997). Hec 1a ist eine epitheliale Adenokar-
zinomzelllinie des humanen Endometriums.
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2.1.2 Datierung
2.1.2.1 Endometrium
Zur Bestimmung der genauen Zyklusphase der endometrialen Proben wurde die His-
tologie des Endometriums nach den Kriterien von Noyes et al. (Noyes et al., 1950)
beurteilt und mit den Hormonwerten der am Tag der Hysterektomie entnommenen
Blutproben verglichen. Zudem erfolgte eine Analyse der Verteilung des Proliferati-
onsmarkers Ki67 und des Progesteronrezeptorproteins. Nur im Falle einer eindeutig
möglichen Zuordnung zu einem spezifischen Zyklusstadium bzw. zu einem spezifi-
schen Zyklustag (+/− 12 Tage) wurde die Probe in die Endometriumbank aufge-
nommen und zur Untersuchung der zyklusspezifischen Genexpression verwendet.
2.1.2.2 Decidua
Das Gestationsalter wurde durch die Amenorrhoedauer, Analysen der individuellen
Zyklendauer und mittels sonographischer Bestimmungen der Scheitel-Steiß-Länge
(CRL) bzw. des Biparietal-Diameters (BPD) des Embryos unmittelbar vor Beendi-
gung der Schwangerschaft festgelegt.
2.1.3 Trennung der endometrialen Zellpopulationen für die Primärzellkultur
und die RNA-Isolierung
Endometriale Epithel- und Stromazellen, die durch ein am Institut etabliertes Zell-
trennungsverfahren gewonnen wurden, sind getrennt kultiviert worden, um die ste-
roidhormonabhängige, zelltypspezifische Genregulation einzelner Markergene unter-
suchen zu können (Classen-Linke et al., 1997, 1998).
Zudem wurden epitheliale und stromale Zellen direkt nach ihrer Gewinnung aus
der endometrialen Probe in 200 µl phosphatgepufferter Kochsalzlösung (PBS) plus
400 µl Lyse-Binde-Puffer (High Pure RNA Isolation-Kit, Roche, Mannheim) resus-
pendiert und bis zur RNA-Isolierung bei 70°C gelagert.
Mittels der direkt isolierten und nicht kultivierten Zellpopulationen wurde die zy-
klusabhängige und zelltypspezifische Genexpression analysiert.
2.1.4 Kultivierung der primären endometrialen Epithel- und Stromazellen
Die Kultivierung der endometrialen Epithel- und Stromazellen erfolgte wie von
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Classen-Linke et al. (Classen-Linke et al., 1997, 2000) beschrieben. Die Epithelzellen
wurden in einem Einsatz kultiviert, der als Boden eine mit Matrigel (= extrazelluläre
Matrix) beschichtete Biopur Membran enthielt. Der Einsatz wurde so in eine Kul-
turplatte gehängt, dass ein Zweikammersystem entstand. Die Stromazellen wurden
auf einer 24 Transwell-Platte aus Polycarbonat ausplattiert. Die durchschnittliche
Kulturdauer belief sich auf zehn bis zwölf Tage.
2.1.5 Trennung der decidualen Zellpopulationen für die Primärzellkultur
und die RNA-Isolierung
Die decidualen Epithel- und Stromazellen (n=3, Schwangerschaftswoche 69) wur-
den nach einer von Classen-Linke et al. (Classen-Linke et al., 1997) publizierten und
am Institut etablierten Methodik isoliert.
Das Gewebe wurde zunächst in etwa 1 mm3 große Fragmente zerkleinert und an-
schließend 45 min in 0,125%iger Typ I A Kollagenase (470 U/mg, Sigma, Deisenho-
fen) bei 37°C in DMEM/Ham's F12 ohne Phenolrot (ccPro, Neustadt) angedaut. Das
Nährmedium DMEM enthielt dabei eine 1%ige antibiotisch-antimykotische Mixtur
(100 µg/ml Streptomycin, 100 U/ml Penicillin, 0,25 µg/ml Fungizone) und 10%iges
kohlebehandeltes steroidhormonfreies fetales Kälberserum (ccPro, Neustadt).
Nach der Zellseparation mittels Metallsieben wurden die epithelialen Zellen in 200 µl
PBS und 400 µl Lyse-Binde-Puffer (High Pure Isolation-Kit, Roche, Mannheim) ly-
siert und für die RNA-Isolation bei 70°C gelagert.
Die Fibroblasten wurden bei 37°C für 30 min in der Plastikkulturflasche belassen
und konnten so am Boden der Flasche anhaften. Diese anhaftenden Zellen wur-
den trypsinisiert (13 min bei 37°C in 0,05%igem Trypsin-Ethylendiamintetraacetat
(EDTA), Gibco, Invitrogen, Karlsruhe), zweimal gewaschen und ebenfalls bis zur
RNA-Isolation bei 70°C gelagert.
Der Reinheitsgrad der isolierten Zellen wurde geprüft, wie von von Rango et al. (von
Rango et al., 2003) publiziert.
Anhand der direkt isolierten decidualen Epithel- und Stromazellen wurde die zellty-
pische Genexpression mittels semiquantitativer reverser Transkriptions-Polymerase-
kettenreaktion (RT-PCR) analysiert.
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2.1.6 Kultivierung der T47D-Zellen
Die T47D-Zellen wurden routinemäßig in Kulturflaschen mit 25 cm2 Wachstums-
fläche bei 37°C kultiviert, wobei die Atmosphäre mit 5 % CO2 angereichert wurde.
Als Wachstumsmedium wurde RPMI 1640 verwendet, welches sich aus folgenden
Komponenten zusammensetzt:
 10 % FCS (fetales Kälberserum)
 1 % L-Glutamin
 1 % PSF (Penicillin/Streptomycin/Fungizone)
 0,125 % Insulin
 0,25 g D-Glukose
Das Kulturmedium wurde alle zwei Tage gewechselt. Am sechsten Tag der Kulti-
vierung wurde selbige durch Zugabe von 2 ml Trypsin pro 25 cm2 Flasche abgebro-
chen. Die Ablösung der Zellen wurde unter dem Mikroskop beobachtet. Anschließend
wurden die Flaschen mit 10 % FCS gespült, die Spülflüssigkeit in ein Falcon Tube
überführt und zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und dem übrig geblie-
benen Zellpellet PBS hinzugefügt. Wiederum folgte ein Zentrifugationsschritt, nach
dem das PBS abgesaugt wurde. Das Zellpellet wurde mit flüssigem Stickstoff (etwa
190°C) schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei 40°C gelagert.
2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Chemikalien, Enzyme, Medien
Sämtliche für die molekularbiologischen Experimente eingesetzten Chemikalien stam-
men von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Aldrich-Chemie (Steinheim), Serva (Hei-
delberg), Merck (Darmstadt) und Fulka Chemie AG (Buchs). Alle Chemikalien wur-
den in reinster Form (pro analysi) bzw. in einer speziell für die Molekularbiologie
ausgewiesenen Form bezogen.
Die verwendeten Enzyme inkl. der dazugehörigen Inkubationspuffer, die Enzyme
Terminale Transferase, T4-Ligase, Proteinase K, DNAse I (RNAse-frei), die Che-
mielumineszenz-Substrate CSPD und CDP-Star sowie der DIG Easy HYB-Hybridi-
sierungspuffer, das Anti-Digoxigenin-Antikörper-Alkalische-Phosphatase-Konjugat,
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das Blocking-Reagenz und das alkalistabile Digoxigenin-11-Desoxyuridintriphosphat
(dUTP) und Digoxigenin-11-Uridintriphosphat (UTP) wurden von der Firma Roche
(Mannheim) bezogen.
Die RNA- und DNA-Gele wurden mit ultra PURE Agarose von Gibco BRL (Ber-
lin) hergestellt. Die E.coli-Bakterien wurden in Luria Broth Base und auf LB-Agar
(beides Invitrogen, Karlsruhe) kultiviert.
2.2.2 RNA-Isolierung
2.2.2.1 RNA-Isolierung für die Northern Hybridisierung und die
semiquantitative RT-PCR
2.2.2.1.1 Endometrium, Hec 1a- und T47D-Zellen Die Gewebe wurden in
RNAwiz (Ambion, Huntingdon, UK) gelagert und die RNA anschließend mittels
RNeasy Mini-Kit (Qiagen, Hilden) isoliert. Für die RNA-Isolierung wurden 500 µl
Homogenat (IKA-Rührwerk RW20) mit 100 µl Chloroform versetzt, gut gevor-
text (IKA-Fibro-Vix VF2) und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Anschlie-
ßend wurde das Homogenat durch Zentrifugation (Eppendorf-Zentrifuge 5417R) bei
12.000 rpm (15.300 ∗ g) innerhalb von 15 min bei 4°C in drei Phasen getrennt:
Die obere, RNA enthaltende, wässrige Phase wurde vorsichtig abpipettiert und in
ein RNAse-freies Eppendorf-Gefäß überführt. Die Interphase (DNA) und die un-
tere Phase (organische Substanzen wie Proteine, Polysaccharide, Fettsäuren u.ä.)
wurden verworfen. Die obere Phase wurde mit 1 Volumen 70%igem Ethanol ver-
setzt und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren durchmischt. Somit wurde
eine ideale Bedingung für die selektive Bindung der RNA an die Membran der
RNeasy Mini Spin Säule geschaffen. 700 µl des Ethanol-RNA-Gemisches wurden
auf die Säule aufgetragen und der Durchfluss nach 15-sekündiger Zentrifugation
bei 10.000 rpm (10.600 ∗ g) verworfen. In einem zweiten Schritt wurde das restli-
che Ethanol-Homogenat-Gemisch auf die Säule aufgetragen und unter gleichen Be-
dingungen zentrifugiert. Nach Verwerfen des Durchflusses wurde die Säule mittels
RW1-Puffer (700 µl) und einem Zentrifugationsschritt von 15 s bei 10.000 rpm gewa-
schen. Zur Vermeidung von Kontaminationen wurde die Säule nun in ein sauberes
2 ml-Sammelgefäß eingesetzt, 500 µl RPE-Puffer wurden zupipettiert und analog der
oben beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Nach Verwerfen der abzentrifugier-
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ten Flüssigkeit erfolgte eine erneute Gabe von 500 µl RPE-Puffer auf die Säule und
ein weiterer Zentrifugationsschritt (max. Geschwindigkeit, 2 min) zur Trocknung der
Säule. Die trockene Säule wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Sammelgefäß über-
führt und 30 µl RNAse freies Wasser direkt auf die Membran der Säule pipettiert.
Nach erneuter Zentrifugation bei 10.000 rpm (1 min) wurde der letzte Schritt zur
endgültigen Elution der RNA wiederholt.
Alle Arbeits- und Zentrifugationsschritte wurden  soweit nicht gesondert erwähnt
 bei Raumtemperatur durchgeführt.
2.2.2.1.2 Myometrium Die RNA-Isolierung aus humanem myometrialen Gewe-
be erfolgte mittels des RNeasy Fibrous Tissue Mini-Kits (Qiagen, Hilden) nach
modifiziertem Standardprotokoll, um die maximal zu isolierende RNA-Menge zu
erhöhen.
Die bei 40°C gelagerten myometrialen Gewebestücke wurden zunächst bei Raum-
temperatur in RLT-Puffer mit 1 % β-Mercaptoethanol grobmechanisch zerkleinert
und anschließend homogenisiert (IKA-Rührwerk RW20). Das Homogenat wurde
10 min bei max. Geschwindigkeit (14.000 rpm) zentrifugiert (Eppendorf-Zentrifuge
5417R). 300 µl des Überstands wurden überführt, mit 590 µl DEPC-H2O und 10 µl
Proteinase K versetzt und anschließend bei 55°C im Wasserbad für 10 min inkubiert.
Das Gemisch wurde mit 700 µl Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und 10 min bei
12.000 rpm zentrifugiert. Dem Überstand wurde ein ½ Volumen Ethanol (96%ig)
zugesetzt und durch Auf- und Abpipettieren durchmischt. 700 µl des Ethanol-RNA-
Gemisches wurden auf eine RNeasy Mini Spin Säule gegeben und der Durchfluss
nach Zentrifugation bei 10.000 rpm (15 s) verworfen. Dieser Schritt wurde wieder-
holt, um auch das restliche Ethanol-RNA-Gemisch auf die Säule aufzubringen. Nach
erfolgter Zentrifugation und Verwerfen des Durchflusses wurden 350 µl RWE-Puffer
auf die Säule pipettiert und die Säule bei 10.000 rpm für 15 s zentrifugiert. Nach
erfolgtem Waschschritt wurden 70 µl RDD-Puffer, versetzt mit 10 µl DNAse I, di-
rekt auf die Membran pipettiert und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im
nächsten Schritt wurden 350 µl RW1-Puffer auf die Säule gegeben und anschließend
für 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Nach Transfer der Säule in ein sauberes 2 ml-
Sammelgefäß wurde die Säule mit 500 µl RPE-Puffer gewaschen und für 15 s bei
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10.000 rpm zentrifugiert. Dieser Schritt wurde im Anschluss noch einmal wieder-
holt. Die Zentrifugation betrug im zweiten Waschschritt 2 min bei 10.000 rpm, um
die absolute Trockenheit der Membran sicher zu stellen. Für die Elution wurden
zweimal 30 µl RNAse-freies Wasser auf die Säule pipettiert und jeweils 1 min bei
10.000 rpm zentrifugiert.
2.2.2.1.3 Decidua Die RNA-Isolation der decidualen Gewebe und der frisch iso-
lierten decidualen Epithel- und Stromazellen für die semiquantitative RT-PCR wur-
de unter Verwendung des High Pure RNA Isolation-Kits (Roche, Mannheim) nach
den Empfehlungen des Herstellers durchgeführt.
Für die Northern Hybridisierungen wurden die decidualen Gewebe zunächst in
RLT-Lysis-Puffer (RNeasy Mini-Kit, Qiagen, Hilden) homogenisiert (IKA-Rührwerk
RW20). Nach der Zugabe von 100 µl Chloroform zu 600 µl des Homogenats folgte ein
Zentrifugationsschritt (10.000 ∗ g, 10 min, 4°C, Eppendorf-Zentrifuge 5417R). Der
Überstand wurde für die RNA-Isolierung mittels des RNeasy Mini-Kits genutzt.
Diese wurde nach den Angaben des im Kit enthaltenen Protokolls durchgeführt.
Die erhaltene RNA wurde mit DNAse (DNA-free-Kit, Ambion, Huntingdon, UK)
behandelt, um kontaminierende DNA zu entfernen.
2.2.2.2 RNA-Isolierung für die Real-time RT-PCR (LightCycler)
2.2.2.2.1 Endometrium Für die Isolierung der RNA aus dem humanen Endo-
metrium wurde das High Pure RNA Tissue-Kit (Roche, Mannheim) verwendet.
Es wurden 25 mg endometriales Gewebe in 900 µl Lyse-Binde-Puffer aufgenom-
men und anschließend 90 s mit einem Glas-Teflon-Homogenisator homogenisiert. Es
folgte die Zugabe von 700 µl wassergesättigtem Phenol/Chloroform-Gemisch (Am-
bion, Huntingdon, UK) und eine Durchmischung mit nachfolgender Trennung der
Phasen mittels eines Zentrifugationsschritts (13.000 ∗ g; 2 min, Raumtemperatur).
Dem wässrigen Überstand wurde ein ½ Volumen reines Ethanol zugegeben und das
Gemisch auf die Säulen des Kits aufgetragen. Die nachfolgenden Schritte der RNA-
Isolierung erfolgten nach dem Protokoll des Kits. Ausschließlich die Inkubationzeit
mit der DNAse I wurde durch eine Verlängerung auf 30 min und eine Erhöhung der
Inkubationstemperatur auf 37°C modifiziert. Die Elution der RNA von den Säulen
am Ende der Isolierung erfolgte mit 2 ∗ 50 µl Elutionspuffer.
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2.2.2.2.2 Decidua Für die durchgeführten Real-time RT-PCR-Reaktionen wur-
de die deciduale RNA mittels des High Pure RNA Tissue-Kits (Roche, Mannheim)
isoliert. Die deciduale RNA-Isolation erfolgte wie unter Kapitel 2.2.2.2.1 am Endo-
metrium beschrieben.
2.2.2.3 mRNA-Isolierung
Die Isolierung der mRNA aus der Gesamt-RNA erfolgte mittels des Oligotex mRNA
Mini-Kits (Qiagen, Hilden). Die Schritte wurden streng nach Protokoll durchgeführt
(Oligotex Spin Column Protokoll). Es wurden 60100 µg der Gesamt-RNA, die nach
dem oben aufgeführten Verfahren gewonnen wurde, in die mRNA-Isolierung einge-
setzt und die mRNA mit 2 ∗ 20 µl Elutions-Puffer (OEB) von der Säule eluiert. Für
das Northern Blotting wurden anschließend 1015 µl des mRNA-Eluats eingesetzt.
2.2.2.4 Qualitäts- und Quantitätsbestimmung der isolierten RNA
Sämtliche isolierte RNA wurde entweder bei 4°C direkt weiter verarbeitet oder bei
40°C eingelagert. Die Reinheit und der RNA-Gehalt der Isolate wurde durch Mes-
sung der optischen Dichte (OD) mit einem DU 800 Spektrophotometer (Beckmann
Coulter) bestimmt. Es wurden Wellenlängen von 260 nm und 280 nm gemessen,
wobei die Wellenlänge von 260 nm die Konzentration der RNA im Isolat wiedergibt.
Eine OD von 1 entspricht dabei einer Konzentration von 40 µg/ml einzelsträngi-
ger RNA. Der Quotient der beiden gemessenen Wellenlängen (OD260nm/OD280nm)
spiegelt die Reinheit der isolierten RNA wieder und sollte im Bereich von 1,82,0
liegen. Die Messungen erfolgten in 50 µl fassenden Mikroküvetten, wobei jeweils
1 µl des entsprechenden RNA-Isolats eingesetzt wurde. Bei dieser Verdünnung von
1:50 muss die gemessene OD mit dem Faktor 2 multipliziert werden, um die RNA-
Konzentration in µg/µl zu erhalten.
Neben der beschriebenen photometrischen Messung wurde die Qualität der RNA-
Probe mittels einer gelelektrophoretischen Auftrennung in horizontalen submarinen
Agarose-Gelen bestimmt, bei denen das Gel komplett von Laufpuffer umgeben ist
und somit vor einer Austrocknung geschützt wird. Die Gelelektrophorese wurde bei
einer Spannung von 130 V durchgeführt und etwa 11,5 h laufen gelassen, so dass
die Proben von der Kathode in Richtung Anode wandern konnten.
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Bei den verwendeten Gelen handelte es sich um 1,2%ige Agarose-Gele mit einer
Dicke von 5,56 mm. Die Agarose wurde zunächst in DEPC-H2O unter Erhitzen
in der Mikrowelle aufgelöst, auf etwa 60°C abgekühlt und anschließend mit 12 ml
Morpholinopropansulfonsäure-Puffer (MOPS, pH 8) und 4,5 ml Formaldehyd verse-
hen. Das Gel wurde dann auf einen Träger gegossen und mit einem Kamm für die
Bildung der Taschen versehen, in die anschließend die RNA-Proben geladen wur-
den. Nach der Polymerisation des Gels (nach etwa 20 min) wurde es mit dem Träger
in die mit 1x MOPS (pH 7) gefüllte Laufkammer gelegt und die entsprechenden
RNA-Proben geladen. Die RNA-Proben wurden vor der Ladung des Gels mit RNA-
Loading-Puffer versetzt, der Ethidiumbromid enthält, welches die Proben später im
ultraviolett(UV)-Licht sichtbar macht.
Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung wurde die Qualität der RNA-Proben
mittels eines Transilluminators (UV-Licht) vom Model TR-302 (Hoeffer Scientific
Instruments, San Fransisco, CA, USA) bei einer Wellenlänge von 302 nm beurteilt.
Die Gele wurden entweder mit einer Polaroidkamera (Polaroid Direct Screen In-
stant Camera DS 34 und Photo ManCopy Hoods and Shields, Hoefer Scientific
Instruments, Polaroid 665 PN-Bilder) festgehalten oder mittels des Kodak Digital
ScienceID Image Systems (Image Station 440CF, Carestream Health, New York,
USA) eingescannt und anschließend abgespeichert bzw. ausgedruckt.
2.2.3 Semiquantitative RT-PCR
2.2.3.1 Reverse Transkription
Die Gesamt-RNA aus dem Endometrium, den Mammakarzinomzelllinien T47D und
MCF7, den Chorionkarzinomzelllinien Jeg-3, Jar und BeWo sowie der Plazenta und
der endometrialen Karzinomzelllinie Hec 1a wurde mit dem Ready-to-goYou-Prime
First-Strand Bead-Kit (Amershan Sciences, Freiburg) in cDNA umgesetzt.
Für die Synthese wurden 1,6 µg Oligo(dT)15-Primer verwendet und 5 µg der Gesamt-
RNA eingesetzt. Zwecks Kontrolle des regelmäßigen RNA-Einsatzes wurden 4 µl
der cDNA auf ein 1,2%iges DNA-Agarose-Gel aufgetragen. Die 18S und 28S rRNA-
Banden wurden densitometrisch mit einer Kodak Image Station 440 (PerkinElmer-
LifeSciences) bestimmt. Die verbliebenen 29 µl des Syntheseansatzes wurden mit
121 µl DEPC-H2O verdünnt und aliquotiert. In die nachfolgenden PCR-Reaktionen
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wurden je 2 µl des verdünnten cDNA-Syntheseansatzes eingesetzt, was einer RNA-
Menge von 60 ng entspricht.
Die myometriale RNA wurde mittels der AMV reversen Transkriptase (Roche-Kit)
in cDNA umgesetzt. Hierzu wurden 9,2 µl der Gesamt-RNA (entspricht zwischen
600 und 1000 ng) zunächst bei 65°C für 15 min im Wärmeblock denaturiert. An-
schließend wurden 2 µl 10x Reaktionspuffer, 2 µl 10 mM dNTP-Mix, 1 µl 1,6 µg
Oligo(dT)15-Primer, 4 µl 25 mM MgCl2, 1 µl RNAse Inhibitor (50 U/µl) und 0,8 µl
AMV reverse Transkriptase zugegeben. Der Syntheseansatz wurde zunächst für
10 min auf eine Annealing-Temperatur von 25°C erhitzt, anschließend erfolgte die
reverse Transkription bei 42°C für 1 h. Zur Denaturierung der Transkriptase wur-
de der Syntheseansatz in einem letzten Schritt für 5 min auf 99°C erhitzt. In die
nachfolgende PCR-Reaktion wurden 2 µl der unverdünnten cDNA eingesetzt.
Im Zuge der Optimierungsmaßnahmen zur Verbesserung der FSHR- und LHR-PCR-
Reaktion wurde die Gesamt-RNA (Ovar und Testis) mittels des ThermoScriptRT-
PCR-Systems (Invitrogen, Karlsruhe) in cDNA umgesetzt. Dieses System offeriert
zwei unterschiedliche Priming-Methoden: den Oligo(dT)20-Primer und den Random
Hexamer Primer.
Der Oligo(dT)20-Primer bindet an den Beginn des Poly-A-Schwanzes der (m)RNA
mittels einer komplementären Sequenz  bestehend aus einer Aneinanderreihung
von Thymin-Molekülen  und generiert somit eine cDNA, die der vollen Länge des
ursprünglichen (m)RNA-Moleküls entspricht.
Der Random-Primer bindet über komplementäre Strukturen jeweils parallel an un-
terschiedliche Sequenzen der umzuschreibenden (m)RNA und komplementiert den
(m)RNA-Strang an unterschiedlichen Stellen durch Erstellung eines komplemen-
tären cDNA-Stranges. Somit wird eine gleichförmige Repräsentation der gesam-
ten RNA gewährleistet, besonders die Menge an kurzen komplementären cDNA-
Strängen steigt. Zudem können mittels dieser Methode auch (m)RNA-Sequenzen,
die keine Poly-A-Schwänze enthalten, in cDNA umgeschrieben werden. Die einge-
setzte ThermoScript reverse Transkriptase zeichnet sich durch hohe Sensitivität
und Thermostabilität aus.
Für die Reaktion wurden jeweils 5 µg total-ovary-RNA (Ambion 1 µg/µl) bzw. 5 µg
testikuläre RNA eingesetzt. Diese wurden mit 2 µl dNTPs (10 mM), 1 µl Random-
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Primer (50 ng/µl) bzw. Oligo(dT)20-Primer (50 µM) und 4 µl DEPC-H2O gemischt
und für 5 min auf 65°C (Thermoblock) erhitzt. Dieser Schritt dient der Entfernung
von Sekundärstrukturen innerhalb der (m)RNA-Moleküle. Nachfolgend wurden die
Proben auf Eis abgekühlt. Im Weiteren wurden 8 µl des gevortexten und kurz anzen-
trifugierten Master-Mix für die cDNA-Synthese dem RNA-dNTP-Primer-Gemisch
zugegeben.
DerMaster-Mix für die Reaktion bestand aus 4 µl 5x cDNA-Synthese-Puffer (250 mM
Trisacetat (pH 8,4), 375 mMKaliumacetat und 40 mMMagnesiumacetat), 1 µl 0,1 M
DDT, 1 µl RNaseOUT(40 U/µl), 1 µl DEPC-H2O und 1 µl ThermoScript reverse
Transkriptase (15 U/µl).
Nach Durchmischung des kompletten cDNA-Syntheseansatzes erfolgten die Inkuba-
tionsschritte:
Random Priming Oligo(dT)20 Priming
10 min, 25°C 1 h, 50°C
50 min, 55°C
5 min, 85°C
1 µl RNAse H, durchmischen
20 min bei 37°C
Die Zugabe der RNAse H bewirkt, dass komplementäre RNA-Stücke vor der sich
anschließenden RT-PCR aus dem cDNA-Syntheseansatz entfernt werden. Dieser
Schritt verbessert das Signal vieler Zielgene in der RT-PCR.
Der fertige cDNA-Syntheseansatz wurde auf 100 µl Gesamtvolumen mit DEPC-H2O
aufgefüllt und bei 20°C gelagert. In die nachfolgenden PCR-Reaktionen wurden 5 µl
des so verdünnten cDNA-Syntheseansatzes eingesetzt.
2.2.3.2 Semiquantitative RT-PCR-Reaktion
2.2.3.2.1 LGR 4 / LGR 5 / LGR 7 / LGR 8 / 1A / S26 / ARPP0 Die für
die PCR verwendeten Primer wurden mit der GeneFisher Software (http://bibiserv.
techfak.uni-bielefeld.de/genefisher/) generiert. Die verwendeten Primerpaare sind in
den Tabellen 2.1, 2.2 und 2.4 aufgelistet.
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Bis auf den LGR 8-Primer wurden alle Primer so generiert, dass sie intronüberspan-
nend sind. Somit kann ausgeschlossen werden, dass die Produktbanden durch eine
Aufamplifikation von reiner RNA/DNA entstanden sind. Für den LGR 8-Primer
wurden zusätzliche Negativkontrollen mit RNA  anstatt einer cDNA-Zugabe zum
Master-Mix  durchgeführt, um sicher zu stellen, dass die Produktbanden durch
eine spezifische Amplifikation der cDNA entstanden sind.
Zur zuverlässigen Quantifizierung der relativen mRNA-Expression wurde für jedes
Primerpaar die logarithmische Phase der PCR-Reaktion in separaten Experimenten
bestimmt. Außerdem wurde bei jeder neuen cDNA-Synthese die log-Phase neu ermit-
telt, da diese sich auf Grund der unterschiedlichen Effektivität der cDNA-Synthese
um 23 Zyklen verschieben kann.
Die housekeeping-Gene 1A, ARPPO und S26 ribosomales Protein wurden zunächst
zum Testen der erfolgreichen cDNA-Synthese eingesetzt. Später  im Zuge der Aus-
wertung  wurden die housekeeping-Gene zur relativen Quantifizierung des Expres-
sionsniveaus der zu testenden Gene herangezogen. Bei housekeeping-Genen handelt
es sich um Gene, die Proteine kodieren, die für die Aufrechterhaltung der Zellfunk-
tionen essentiell sind. Diese Gene werden ubiquitär in bekannten Mengen pro Zelle
exprimiert.
In die PCR-Reaktion wurden 2 µl des verdünnten bzw. des unverdünnten (Myome-
trium) cDNA-Syntheseansatzes eingesetzt. Ein PCR-Reaktionsansatz enthielt 50 µl,
bestehend aus 5 µl 10x Taq Reaktionspuffer mit Mg2+ (Endmenge 1,5 mM), 2 µl
10 mM dNTP, 2 U Taq DNA-Polymerase (Roche, Mannheim) sowie jeweils 1 µl des
entsprechenden 10 pmol forward - und reverse-Primers.
Das PCR-Programm sah wie folgt aus: eine initiale Denaturierung bei 94°C für
2 min, gefolgt von 3035 Zyklen, jeweils bestehend aus: Denaturierung (94°C, 2 min),
Primer-Annealing (5565°C, 1 min) und Produktsynthese (72°C, 1 min). Abschlie-
ßend erfolgte eine terminale Produktsynthese für 3 min bei 72°C.
Die Identität der PCR-Produkte wurde durch Sequenzierung von repräsentativen
Banden bestätigt (SeqLab, Göttingen).
2.2.3.2.2 Glykoproteinrezeptoren: FSHR / LHR / GnRHR I und II Die in Ta-
belle 2.3 aufgelisteten Primer, die zur Aufamplifizierung bestimmter Sequenzen der
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Tabelle 2.1: Verwendete Primer für die semiquantitative RT-PCR an
housekeeping-Genen
Gen Accession
number
Forward-
Primer
Reverse-
Primer
Zyklen-
zahl
Annealing
1A AY195792 6074-6093 6322-
6341
20 57°C
ARPP0 NM_001002 323-342 721-740 30 61°C
S26
ribosomales
Protein
NM_001029 47-66 354-373 30 56°C
Tabelle 2.2: Verwendete LGR-Primer für die semiquantitative RT-PCR
Gen Accession
number
Forward-
Primer
Reverse-
Primer
Zyklen-
zahl
Annealing
LGR 4
orphan receptor
Primer-Paar 1
NM_018490 987-1008 1587-
1608
35 55°C
LGR 4
orphan receptor
Primer-Paar 2
NM_018490 3401-3422 4100-
4121
35 55°C
LGR 5
orphan receptor
AF061444 1006-1027 1806-
1826
35 55°C
LGR 7
Relaxinrezeptor
Primer 7/2
NM_021634 739-760 1239-
1260
35 60°C
LGR 7
Relaxinrezeptor
Primer 7/3
NM_021634 1673-1694 2173-
2193
35 60°C
LGR 7
Relaxinrezeptor
(Hsu, 2003)
AF190500 2031-2057 2246-
2274
35 65°C
LGR 8
INSL3-Rezeptor
(Hsu et al., 2002)
NM_130806 2479-2505 2693-
2719
35 65°C
Glykoproteinrezeptoren FSHR, LHR, GnRHR I und GnRHR II eingesetzt wurden,
wurden ebenfalls mit derGeneFisher Software generiert (http://bibiserv.techfak.uni-
bielefeld.de/genefisher/).
Es wurden zunächst ebenfalls 2 µl des verdünnten cDNA-Syntheseansatzes in die
Reaktion eingesetzt, der PCR-Ansatz und die PCR selber wurden wie oben be-
schrieben durchgeführt.
Zur Testung der in Tablle 2.3 aufgelisteten Primer wurden jeweils Gewebe einge-
setzt, die das zu testende Gen sicher exprimieren (siehe Kapitel 4.2). Zur weiteren
Abklärung der Spezifität der Primer wurden Plasmide von den entsprechenden Gly-
koproteinrezeptoren verwendet.
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Tabelle 2.3: Verwendete Glykoproteinrezeptor-Primer für die semiquantitative
RT-PCR
Gen Accession
number
Forward-
Primer
Reverse-
Primer
Zyklen-
zahl
Annealing
FSHR 1-9 NM_000145 81-101 895-915 35-40 50-65°C
FSHR NM_000145 381-411 889-907 35 55-65°C
LHR 1-10 NM_000233 157-175 906-927 35-40 45-65°C
LHR 8-11 NM_000233 640-661 2151-
2172
35-40 45-65°C
LHR NM_000233 2319-2341 2704-
2726
35 45-65°C
LHR-Milgrom-1
(Venencie et al.,
1999)
NM_000233 240-260 406-430 35 50-60°C
LHR-Milgrom-2
(Venencie et al.,
1999)
NM_000233 906-928 1159-
1181
35 50-60°C
GnRHR NM_000406 2060-2080 2451-
2470
35 55-65°C
GnRHR NM_000406 1504-1527 2002-
2025
35 55-65°C
GnRHR
Kottler R3/F2
(Kottler et al.,
1997)
NM_000406 1857-1876 2392-
2411
35 55-65°C
GnRHR II NM_057163 106-126 423-443 35 60-70°C
Da bei der anschließenden Gelektrophorese und ihrer Auswertung kein befriedigen-
des Ergebnis zu erzielen war, wurden folgende Schritte zur Optimierung der jewei-
ligen PCR-Reaktionen durchgeführt:
Zur Testung der optimalen Annealing-Temperaturen der jeweiligen Primer wurden
mit allen Primern Temperaturgradienten-PCR-Reaktionen in einem Temperatur-
gradienten-Cycler der Firma Biometra (Jena) durchgeführt. Hierbei wurden sowohl
Proben bei der von Biometra angebebenen optimalen Annealing-Temperatur, als
auch jeweils Proben, bei denen die Annealing-Temperatur 5°C über bzw. unter der
optimalen Annealing-Temperatur lag, mittels PCR aufamplifiziert.
Zur Effizienzsteigerung der PCR-Reaktionen wurde versucht, die Primerkonzentra-
tion zu erhöhen, indem 20 pmol der spezifischen forward - und reverse-Primer ein-
gesetzt wurden. Zudem wurde die eingesetzte Menge der cDNA verdoppelt bis ver-
fünffacht. Auch die Zyklenzahl wurde von 35 auf 40 erhöht.
Schließlich wurde versucht, die cDNA nicht mit dem Ready-to-goYou-Prime First-
Strand Beat-Synthese-Kit (Amershan Sciences, Freiburg), sondern mit dem oben
beschriebenen ThermoScriptRT-PCR-System (Invitrogen, Karlsruhe) mittels ran-
dom priming und Oligo(dT)20 priming herzustellen.
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Für die Testung des GnRHR II-Primers wurden noch weitere Optimierungsmaßnah-
men angewendet. Zunächst wurden die für die Standard-PCRs verwendete Taq von
Roche durch die Taq-Polymerase der Firma Invitrogen (Platinum® Taq DNA Poly-
merase; 5 U/µl) ausgetauscht. Bei diesem Kit ist das MgCl2 nicht im Reaktionspuf-
fer enthalten und kann somit unabhängig von der eingesetzten Puffermenge variiert
werden. Der PCR-Ansatz wurde streng nach Protokoll der Firma Invitrogen (Karls-
ruhe) pipettiert. Hierzu wurden pro Reaktion 5 µl 10x PCR-Puffer ohne Mg, 1,5 µl
MgCl2, 1 µl 10 mM dNTP-Mix (alles Invitrogen, Karlsruhe) zu jeweils 1 µl des spe-
zifischen sense und antisense Primers (10 µM) und 0,4 µl der Platinum® Taq DNA
Polymerase (5 U/µl, Invitrogen, Karlsruhe) gegeben. Der beschriebene Master-Mix
wurde anschließend mit 2 µl cDNA und 38,1 µl DEPC-H2O auf 50 µl verdünnt. Die
MgCl2-Konzentrationen wurden durch Zugabe von 3, 6, 12 bzw. 24 µl  anstatt der
im Protokoll angegebenen 1,5 µl  verändert. Die Annealing-Temperaturen (60 bzw.
70°C) sowie die Zyklenzahl des PCR-Laufs (35 bzw. 40 Zyklen) wurden ebenfalls
unter den unterschiedlichen Magnesiumkonzentrationen variiert und die einzelnen
Komponenten der PCR-Reaktion somit in ihrem optimalen Zusammenspiel getes-
tet.
Auch bei Einsatz des Roche-Kits (siehe 2.2.3.2, bei dem das MgCl2 bereits im Re-
aktionspuffer enthalten ist, wurde versucht die MgCl2-Konzentration zu verändern,
indem 10 bzw. 15 µl Reaktionspuffer zum Standard-PCR-Ansatz gegeben wurden.
2.2.3.3 Gelelektrophorese und Auswertung
Es wurden 15 µl des PCR-Produkts auf ethidiumbromidhaltigem 1,2%igen DNA-
Gel (Agarose in 1x TAE-Puffer = 40 ml Trisacetat, 1 mM EDTA, pH 7,5 mit 0,4 µg
Ethidiumbromid/ml Gel) aufgetrennt. Die PCR-Produkte wurden vor dem Auftra-
gen auf das Gel mit DNA-Loading-Puffer versetzt, der zum Einen das Aufschwimmen
der Proben verhindert und zum Anderen durch den Zusatz von Bromphenolblau an-
zeigt, wie weit die Proben während der Gelelektrophorese bereits gelaufen sind. Um
einen Richtwert für die Größe der PCR-Produkte zu haben, wurde ein Marker (Gene
Ruler100bp DNA Ladder Plus, MBI Fermentas, St. Leon-Rot) bei der Gelelektro-
phorese mitlaufen gelassen.
Zur Dokumentation wurden die Gele mit einer Polaroidkamera (Polaroid Direct
Screen Instant Camera DS 34 und Photo ManCopy Hoods and Shields, Hoefer
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Scientific Instruments, Polaroid 665 PN-Bilder) auf dem Transilluminator TR-302
(Hoefer Scientific Instruments, San Fransisco, CA, USA) aufgenommen und mit Hil-
fe des Kodak Digital Science1D Image Systems (Image Station 440CF, Carestream
Health, New York, USA) eingescannt und abgespeichert.
Zur Bestimmung und Auswertung der optischen Dichte der PCR-Produktbanden
wurden ebenfalls die Kodak Image Station 440CF und die 1D Analysis Software,
Version 3 (PerkinElmerLifeSciences, Boston, USA) verwendet. Zur Analyse der Gen-
regulation wurde die OD der PCR-Produkte durch die OD der housekeeping-Gene
dividiert. Dieser Quotient wird im Nachfolgenden als arbitrary unit bezeichnet.
In der Mehrzahl der untersuchten Gewebe wurden zur Verifizierung der differentiel-
len Genexpression RT-PCR-Experimente mit mehreren unabhängigen RNA/cDNA
Proben durchgeführt (2031 endometriale (verteilt über den ganzen Zyklus) bzw.
15 deciduale (erstes und zweites Trimester) Proben, 23 verschiedene Zellkultur-
versuche an getrennten endometrialen und decidualen Zellen, 34 unterschiedliche
Plazentaproben, 56 myometriale Proben, 23 unterschiedliche Proben der unter-
suchten Karzinomzelllinien).
2.2.4 Real-time RT-PCR
2.2.4.1 cDNA-Synthese
Es wurde jeweils 1 µg RNA wie unter 2.2.2.2.1 beschrieben isoliert und nach Angaben
des Herstellers in cDNA umgeschrieben (1st Strand cDNA Synthesis-Kit for RT-PCR
(AMV), Roche, Mannheim). Es wurde der Oligo(dT)15-Primer verwendet und die
fertigen cDNAs wurden anschließend 1:1 mit sterilem Wasser verdünnt.
2.2.4.2 Real-time RT-PCR-Reaktion
Die Real-time PCR wurde mit dem LightCycler (Roche, Mannheim) durchgeführt.
Als housekeeping-Gen wurde die 5-Aminolävulinsäure-Synthetase (ALAS) verwen-
det. Das Enzym katalysiert die Kondensation von Glycin mit Succinyl-CoA zu
δ-Aminolävulinsäure. Bei der δ-Aminolävulinsäure-Synthetase handelt es sich um
ein mitochondriales Matrixenzym, welches für die Häm-Biosynthese von Bedeutung
ist. Die ALAS-mRNA wird mit etwa 500 Kopien/Zelle exprimiert. Die entsprechen-
de Expression wurde mit dem LightCycler-h-ALAS housekeeping Gene Set und dem
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LigthCycler FastSTART DNA Master Hybridization Probes-Kit (beide Kits Roche,
Mannheim) detektiert. Diese Kits enthalten neben den spezifischen PCR-Primern
auch ALAS-Hybridisationsproben, die spezifisch für die Detektion der humanen
ALAS-RNA sind und andere, kontaminierende DNA-Fragmente nicht erkennen. Die
entstandenen PCR-Produkte werden mittels Fluoreszenz detektiert, wobei die Emis-
sion der Fluoreszenz durch zwei HybProbe-Proben katalysiert wird. Diese Proben
bestehen aus zwei verschieden langen Oligonukleotidfragmenten, die an die innere
Sequenz der amplifizierten Fragmente während der Amplifikation binden. Nach Aus-
bildung dieser Bindung an die cDNA kommt es zu einem Energietransfer zwischen
den beiden Substanzen, der über den LightCycler gemessen wird. Beide Proben sind
dabei mit einer fluoreszierenden Substanz konjugiert.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Amplifikation der ALAS in 45 Zyklen wieder-
holt. Die Annealing-Temperatur lag dabei bei 55°C.
Der Nachweis der LGR 4-, LGR 5-, LGR 7- und LGR 8-cDNA wurde mittels
des LightCycler FastSTART DNA Master SYBR Green I-Kits (Roche, Mannheim)
durchgeführt. Die eingesetzten Primerpaare sind in Tabelle 2.4 aufgelistet und wur-
den  bis auf das Primerpaar zum Nachweis der LGR 7-cDNA (Mazella et al.,
2004)  mit einem im Internet frei zugänglichen Primerdesignprogramm generiert
(http://doprimer.interacitiva.de/index.html; Primer 3).
In Vorversuchen wurden die optimalen PCR-Bedingungen bestimmt. Die PCR-
Produkte wurden mit Hilfe der Schmelzpunktkurve und durch Auftrennen auf einem
ethidiumbromidhaltigem DNA Agarose-Gel analysiert. Der PCR-Lauf wurde mit der
LightCycler -Software, Version 3.0 wie unten beschrieben programmiert, die ALAS-
PCR-Bedingungen wurden aus dem Kitprotokoll (Roche, Mannheim) übernommen.
Tabelle 2.4: Verwendete Primer für die Real-time RT-PCR sowie für einige
semiquantitative RT-PCR-Versuche
Gen Accession
number
Forward-Primer Reverse-Primer Annealing
LC-LGR 4-1 BC033039 3783-3802 4013-3994 60°C
LC-LGR5 NM_003667 2366-2387 2635-2614 60°C
LC2-LGR5 AF062006 1341-1362 1465-1444 65°C
LGR 7(1)
(Mazella et al.,
2004)
NM_021634 185-204 376-358 64°C
LC2-LGR7 AF190500 2007-2028 2220-2199 65°C
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Der LightCycler -Lauf bestand aus folgenden Schritten und Bedingungen:
 Denaturierung und Amplifikation der Taq DNA-Polymerase (95°C, 10 min)
 Amplifikation und Quantifizierung
 Denaturierung bei 95°C (10 s)
 Annealing (Temperatur s. Tabelle 2.4, 5 s)
 Extension bei 72°C (20 s)
 Messung bei 72°C/84°C (5 s)
 Schmelzkurvenprofil:
 95°C, 5 s
 Abkühlen auf 77°C, 30 s
 langsames Erhitzen auf 95°C mit 0,1°C/s bei kontinuierlicher
Messung
 Abkühlen auf 40°C
Die Messung der Produktbildung erfolgte über die von SYBR-Green emittierte Fluo-
reszenz. Die Messung erfolgte am Ende der Extension bei 72°C bzw. bei 84°C, wenn
nicht zu eliminierende Primerdimere vorhanden waren.
Das Volumen des PCR-Ansatzes betrug 20 µl: 2 µl cDNA und 18 µl PCR-Reaktions-
mix. Die MgCl2-Menge betrug 3 mM. Als Negativkontrollen wurden Wasser und
RNA (60 ng) verwendet.
Die Effizienz der PCR-Reaktionen wurde durch eine Verdünnungsreihe in einem Pool
aus cDNAs der zu analysierenden Endometrium- und Deciduaproben bestimmt, um
einen fit coefficient file für die relative Quantifizierung mittels der RelQuant Software
(s.u.) zu erstellen.
2.2.4.3 Auswertung der Real-time RT-PCR-Reaktion
Zur quantitativen Auswertung der LightCycler -Läufe wurde die RelQuant-Software,
Version 1.01. (Roche, Mannheim), unter Einbeziehung der fit coefficient files für
ALAS und der zu analysierenden LGR-Gene, verwendet.
Die Expression der Rezeptoren wurde gegen die ALAS-Expression (internes Refe-
renzgen) normalisiert. Die Ergebnisse sind ebenfalls als arbitrary units dargestellt.
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2.2.5 Northern Hybridisierung
2.2.5.1 Herstellung der Sonden mittels des Lig'n Scribe-Kits (Ambion,
Huntingdon, UK)
2.2.5.1.1 Aufamplifikation der verschiedenen Sequenzen mittels RT-PCR
Teilsequenzen des Relaxinrezeptors (LGR 7) wurden mittels semiquantitativer RT-
PCR aus endometrialer cDNA aufamplifiziert. Hierzu wurde der LGR 7/2 Primer
(siehe Tabelle 2.2) in einer Menge von 20 pmol verwendet. Die PCR-Reaktion wurde
nach Standardprotokoll (siehe 2.2.3.2) durchgeführt.
2.2.5.1.2 Reinigung der PCR-Ansätze Die unter 2.2.5.1.1 beschriebenen aufam-
plifizierten Sequenzen wurden zunächst sequenziert. In einem weiteren Schritt wur-
den die PCR-Ansätze gepoolt (jeweils 30 µl) und anschließend mit 40 µl DEPC-H2O
auf 100 µl verdünnt. Es folgte die Reinigung der PCR-Produkte von Primerresten
und Ionen mit dem High Pure PCR Product Purification-Kit (Roche, Mannheim)
nach dem Kitprotokoll. Zur Elution wurden 65 µl RNAse-freies Wasser verwendet.
2.2.5.1.3 Ligation Der Ligationsansatz wurde streng nach Protokoll des Lig'n
Scribe-Kits generiert. Hierzu wurden 1 µl 10 Ligations-Puffer, 1 µl SP6 Promotor
Adapter bzw. T7 Promotor Adapter, 20 ng des aufgereinigten PCR-Produkts, 1 µl
T4 Ligase und 5 µl DEPC-H2O vorsichtig vermischt und anschließend für 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansatz wurde anschließend sofort in
der folgenden PCR-Reaktion verwendet.
2.2.5.1.4 PCR-Reaktion zur Ankopplung des Adapterprimers 2 µl des oben
beschriebenen Ligationsansatzes wurden mit 5 µl 10x PCR-Puffer, 4 µl 2,5 mM
dNTPs, 1,25 µl PCR-Adapterprimer 1 (10 µM), 1,25 µl des LGR 7/2 reverse- bzw.
forward -Primers (10 pmol) und 36 µl DEPC-H2O vermischt. Folgend wurden 0,5 µl
Taq Polymerase (Roche, 5 U/µl) zugegeben.
Der anschließende PCR-Lauf wurde folgendermaßen programmiert:
 Denaturierung bei 94°C für 2 min
 22 Zyklen mit jeweils:
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 Denaturierung bei 94°C für 1 min
 Annealing bei 50°C für 1 min
 Extension bei 72°C für 1,5 min
 terminale Extension bei 72°C für 3 min
Anschließend wurden die Proben auf 4°C herunter gekühlt.
Zur Überprüfung der Effizienz des Anhängens des Adapterprimers wurden nachfol-
gend 5 µl des PCR-Ansatzes auf ein 2%iges Agarose-Gel (1 g Agarose auf 50 ml 1x
TAE-Puffer) geladen (siehe 2.2.3.3). Die entsprechenden Banden wurden anschlie-
ßend mittels des Agarose-Gel DNA Extraktions-Kits (Roche, Mannheim) aus dem
Agarose-Gel isoliert. Die Isolation erfolgte nach Protokoll, lediglich das Pellet wurde
zweimal mit 500 µl Waschpuffer behandelt. Zur Eluierung wurden zwei mal 25 µl
TE-Puffer (10 mM Tris-HCl, 0,1 mM EDTA, pH 8,08,5) eingesetzt. Die Inkubati-
onszeit betrug 10 min bei einer Temperatur von 56°C. 5 µl der so ausgewaschenen
PCR-Fragmente wurden abschließend nochmals auf einem Agarose-Gel (1,2%ig) ge-
testet.
Im Folgenden wurde die Re-RT-PCR durchgeführt, die als Grundlage für die Her-
stellung der Sonden mit dem MAXIscript-Kit (Ambion, Huntingdon, UK) diente.
Hierzu wurden 2 µl des Bandeneluats mit der doppelten Menge der Reagenzien eines
Standard-PCR-Ansatzes und jeweils 2 µl des LGR 7/2 reverse-Primers (10 pmol)
und des Adapterprimer 1 (10 pmol) in einem PCR-Lauf aufamplifiziert. Der Lauf
wurde nach dem oben beschriebenen Protokoll programmiert, ausschließlich die Zy-
klenzahl wurde von 22 auf 40 erhöht.
Nachfolgend wurden 15 µl der so erhaltenen PCR-Produkte mit 4 µl DNA-Loading
auf ein 1,2%iges Agarose-Gel aufgetragen.
2.2.5.2 Herstellung der Sonden mittels des TOPO TA Cloning-Kits
(Invitrogen, Paisley, UK)
2.2.5.2.1 Amplifikation der verschiedenen Sequenzen mittels RT-PCR Teil-
sequenzen des LGR 4-orphan-, des LGR 5-orphan- und des LGR 7/Relaxinrezeptors
wurden mittels semiquantitativer RT-PCR aus endometrialer cDNA aufamplifiziert.
Es wurden folgende Primer verwendet: LGR 4/1, LGR 5 und LGR 7/2 (siehe Tabelle
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Tabelle 2.5: Kurzdarstellung der einzelnen Schritte zur Sondenherstellung
mittels des Lig'n Scribe-Kits (Ambion, Huntingdon, UK)
Teilsequenzen des Relaxinrezeptors (LGR 7) als Ausgangsmaterial,
Aufamplifikation mittels semiquantitativer RT-PCR
(2.2.5.1.1)
Reinigung des PCR-Ansatzes u.a. von Ionen mit dem High Pure
Purification-Kit (Roche, Mannheim)
(2.2.5.1.2)
Ligation zum Anhängen der SP6- bzw. T7-Adapter
(2.2.5.1.3)
PCR aus dem Ligationsansatz, um das richtige Template für die Sonde
aufzuamplifizieren
(2.2.5.1.4)
weitere Aufamplifikation der Produkte durch eine Re-RT-PCR als Grundlage
für die Sondenherstellung mittels des MAXIscript-Kits (Ambion,
Huntingdon, UK)
(2.2.5.1.4)
2.2). Das unter 2.2.3.2 beschriebene PCR-Protokoll wurde insofern verändert, dass
die letzte Extensionszeit (nach Durchlauf der 35 Zyklen) von 3 auf 10 min verlängert
wurde, um die Adenylierung der PCR-Produkte an den 3'-Enden sicherzustellen.
2.2.5.2.2 Ligation und Transformation Zur Erzeugung eines Vektors mit den
spezifischen Inserts (PCR II-Topo) sowie zur Transformation von chemisch kompe-
tenten E. colis wurde das TOPO TA Cloning-Kit (Invitrogen, Paisley, United King-
dom) eingesetzt. 2 µl des erzeugten PCR-Produkts (siehe unter 2.2.5.2.1) wurden mit
1 µl Salzlösung und 2 µl sterilem Wasser gemischt und schließlich mit 1 µl des Vek-
tors versetzt. Der Ligationsansatz wurde 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. 2 µl
des Ligationsansatzes wurden anschließend zur Transformation einem Aliqout der
chemisch kompetenten E. colis (Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben. Nach fünfminüti-
ger Inkubation auf Eis wurde der Ansatz für 30 s auf 42°C erwärmt. Folgend wurden
250 µl SOC-Medium (Invitrogen, Karlsruhe) dem Transformationsansatz zugegeben
und die Bakterien für 1 h bei 37°C inkubiert. Zur Anzüchtung von Kolonien wurden
als nächstes jeweils 50 µl der Bakterienkultur auf X-Gal-haltige Agarose-Platten,
die Ampicillin (100 µg/µl) zur Selektion der Transformanten enthielten, aufgetragen
und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden die weißen Kolonien
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gepickt, in 5 ml LB-Medium + Ampicillin (100 µg/µl) überführt und wiederum über
Nacht bei 37°C hochgezogen. Aus diesen flüssigen Bakterienkulturen wurden dann
jeweils 2 µl in eine PCR-Reaktion eingesetzt, um die Transformanten zu selektie-
ren, die ein Insert der richtigen Größe enthielten. Jeweils 1 µl M13 forward - und
M13 reverse-Primer (Invitrogen-Kit, 1:40 verdünnt) wurden für die Amplifikation
verwendet.
Die Amplifikation fand unter folgenden Bedingungen statt:
 94°C für 10 min
 30 Zyklen mit jeweils:
 94°C (1 min)
 50°C (1 min)
 72°C (1 min)
 Extension bei 72°C für 3 min
Aus den Transformanten, die in der Gelelektrophorese (siehe 2.2.3.3) ein PCR-
Produkt der zu erwartenden Größe zeigten, wurden die Plasmide aus 2 ml Bakteri-
enkultur mittels des GeneElute Plasmid Mini-Prep-Kits (Sigma-Aldrich, München),
entsprechend demmitgelieferten Protokoll, isoliert. Die Orientierung der Inserts wur-
de mittels PCR ausgetestet. Es wurden jeweils der produktspezifische forward - und
reverse-Primer in Kombination mit dem M13 forward -Primer verwendet. Zusätzlich
wurden einzelne, ausgewählte Plasmide sequenziert (Seqlab, Göttingen).
2.2.5.2.3 In vitro Transkription Zur Synthese des antisense in vitro Transkripts
wurden für die Amplifikation des DNA-Templates 10 pmol des M13 reverse-Primers
und 10 pmol des spezifischen forward -Primers (LGR 4/1, LGR 5, LGR 7/2 (siehe
Tabelle 2.2)) eingesetzt. Die PCR-Bedingungen sind unter 2.2.3.2 beschrieben, ledig-
lich die Zyklenzahl wurde auf 40 erhöht. Das oben erwähnte DNA-Template wurde
mittels PCR generiert, um in die in vitro Transkripte möglichst wenig Sequenz aus
der Klonierungsstelle des pCRII-TOPO-Vektors einzubauen. Die eigentliche in vi-
tro Transkription wurde mit dem MAXIscriptin vitro Transkriptions-Kit (Ambion,
Huntingdon, UK) durchgeführt. Es wurden 300500 ng des durch die PCR gewonne-
nen DNA-Templates in die Reaktion eingesetzt. Für die Herstellung der drei LGR-
antisense-Transkripte (LGR 4, LGR 5, LGR 7) wurde die SP6-RNA-Polymerase
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(Ambion, Huntingdon, UK) verwendet. Die nicht-radioaktive Markierung der an-
tisense in vitro Transkripte erfolgte mittels 0,4 µl DIG-UTP (Roche, Mannheim),
entsprechend dem Kitprotokoll. Auf eine Entfernung der freien Nukleotide wurde
verzichtet. Die Effizienz und Größe der Markierung wurde mit Hilfe von Gelelektro-
phorese, Northern Blot und immunologischer Detektion getestet.
2.2.5.3 Gelelektrophorese und Blot
Die Gesamt-RNA bzw. mRNA wurde auf submarinen horizontalen 6 mm dicken
1,2%igen Agarose-Gelen aufgetrennt. Die Gele enthielten 0,66 M Formaldehyd und
1x MSE (10x MSE-Puffer: 0,2 M MOPS (pH 8), 50 mM Natriumacetat und 5 mM
EDTA, pH 8). Die Agarose wurde in DEPC-H2O suspendiert und durch Aufkochen
in einer Mikrowelle gelöst. Der suspendierten Agarose wurden 10x MSE-Puffer und
37%ige Formaldehydlösung (Merck, Darmstadt) zugegeben, um die oben genannte
Substanz und Pufferkonzentration im Gel zu erreichen. Die RNA-Proben wurden
in einem Gemisch aus 5 µl Formamid, 2 µl 37%iger Formaldehydlösung, 2 µl 10x
MSE-Puffer (pH 8) und 1 µl Ethidiumbromidlösung (10 mg/ml) für 10 min auf
65°C erhitzt, um die intra- und intermolekularen Wasserstoffbrückenbindungen der
RNA-Moleküle zu lösen. Nach kurzem Abkühlen auf Eis wurde dem Gemisch 2 µl
RNA-Loading-Solution (50 % Glyzerin, 1 mM EDTA (pH 8), 0,25 % Bromphenol-
blau und 0,25 % Xylenecyanol FF) zupipettiert. Anschließend wurden die Proben
auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard wurde die 0,249,5 kb Ba-
senleiter (Gibco BRL) verwendet. Als Laufpuffer für die Elektrophorese diente 1x
MSE-Puffer, pH 7. Die Gele liefen bei einer Spannung von 100120 V für 23 h, um
eine adäquate Auftrennung der RNA-Proben zu erhalten. Nach der Gelelektrophore-
se wurden die Gele auf dem TR-302 Transilluminator (Hoefer Scientific Instruments,
San Fransisco, CA, USA) begutachtet und fotografiert (Polaroid Direct Screen In-
stant Camera DS 34 und Photo ManCopy Hoods and Shields, Hoefer Scientific
Instruments, Polaroid 665 PN-Bilder).
Die RNA wurde mit Hilfe eines Kapillarblots aus dem Agarose-Gel auf eine neutrale
Nylonmembran übertragen. Zum Transfer diente 10x SSC-Puffer (20x SSC-Puffer:
3,6 M NaCl, 0,3 M Na3Citrat, pH 7). Die RNA wurde über Nacht aus dem Gel auf
die Membran transferiert. Die getrocknete Blotfolie wurde abschließend UV-fixiert
(120 mJ, UV Stratalinker, Stratagene).
40
2.2 MOLEKULARBIOLOGISCHE METHODEN
Im Zuge der Optimierungsversuche der Northern Blots wurden auch die Metho-
de des Alkalitransfers sowie geladene Nylonmembranen getestet. Drei verschiedene
Membranen (Pall (neutral), Roche (positiv geladen) und BrightStar-Plus Membra-
ne (Ambion, Huntingdon, UK)) wurden in ihrem ursprünglichen Zustand (also ohne
vorherigen Blottransfer und ohne (Prä-)Hybridisierung) einer Blotdetektion unter-
zogen, entsprechend wie unter 2.2.5.5 beschrieben. Allerdings wurde anstatt des
CSPD das Chemilumineszenzsubstrat CDP-Star für Alkalische Phosphatase verwen-
det (10 µl CDP-Star auf 1 ml Puffer 3). Hierbei ging es darum, die Anfärbbarkeit
des Hintergrunds auszutesten, da positiv geladene Membranen grundsätzlich eine
höhere Sensibilität garantieren, allerdings damit auch den Nachteil einer erhöhten
Anfärbbarkeit des Hintergrunds haben.
Zudem wurde versucht, die durch die Gelelektrophorese aufgetrennte RNA mittels
eines Alkalitransfers aus den Agarose-Gelen auf die Blotmembranen zu übertragen
(Technical Bulletin # 169: Membrane Transfer and Crosslinking for RNA, Ambion,
Huntingdon, UK). Zum Transfer diente 5x SSC-Puffer (20x SSC-Puffer: 3,6 M NaCl,
0,3 M Na3Citrat, pH 7), der mit 0,8 ml NaOH/l versetzt wurde. Die Transferdauer
betrug 2 h. Anschließend wurde die getrocknete Blotfolie UV-fixiert (120 mJ, UV
Stratalinker, Stratagene).
2.2.5.4 Hybridisierungs- und Waschbedingungen
2.2.5.4.1 LGR 4, LGR 5, LGR 7 Die markierten LGR 4-, LGR 5- und LGR 7-in
vitro antisense Transkripte (MAXIscript-Protokoll, DIG-UTP-Markierung (siehe
2.2.5.2.3)) wurden nach Zugabe von einem Volumen Formamid für 10 min hitzedena-
turiert und anschließend für 2 min auf Eis abgekühlt. Die so behandelten Transkripte
wurden in einer Konzentration von 100 ng/ml in DIG Easy Hyb-Hybridisierungs-
lösung aufgenommen. Die Blothybridisierung erfolgte im Hybridisierungsofen bzw.
im Wasserbad bei 60°C. Der Prähybridisierung von einer Stunde folgte die Hybridi-
sierung über Nacht. Das stringente Waschen erfolgte nach zwei Spülschritten in 2x
SSC-Puffer bei Raumtemperatur mit 0,2x SSC/0,1 % SDS-Puffer für 2 ∗ 15 min bei
60°C.
2.2.5.4.2 β-Actin Die β-Actin-Hybridisierungen wurden im Zuge der Optimie-
rung der Northern Hybridisierung durchgeführt. Das DIG-markierte β-Actin in vitro
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Transkript wurde von der Firma Roche (Mannheim) bezogen. Die Sonde wurde in
50%iges deionisiertes Formamid aufgenommen, für 10 min auf 65°C erhitzt und für
2 min auf Eis abgekühlt. Die so vorbehandelte Sonde wurde dann in einer Konzen-
tration von 100 ng/ml in DIG Easy Hyb-Hybridisierungslösung aufgenommen. Die
Prähybridisierung (1 h) und die anschließende Hybridisierung über Nacht erfolgten
bei 57°C. Es folgten zwei Spülschritte in 2x SCC-Puffer bei Raumtemperatur und
zwei stringente Waschschritte mit 0,2x SCC/0,1 % SDS-Puffer von jeweils 15 min
bei 60°C.
2.2.5.5 Blotdetektion
Direkt im Anschluss an das stringente Waschen wurden die hybridisierten Blotfoli-
en 5 min in Puffer 1 (0,1 M Maleinsäure (pH 7,5), 0,15 M NaCl) äquilibriert und
für 30 min in Puffer 2 (entspricht 1 % Blocking-Reagenz in Puffer 1) inkubiert.
Es wurden 100 ml Puffer 2 pro 100 cm² Blotfolie verwendet. Nach der Inkubation
in Puffer 2 erfolgte ein weiterer halbstündiger Inkubationsschritt mit Anti-DIG-
Antikörper-Alkalische-Phosphatase-Konjugat, welches 1:10.000 in Puffer 2 verdünnt
wurde (10 ml Antikörper-Konjugatlösung pro 100 cm² Blotfolie). Im Folgenden wur-
de der Blot für 2 ∗ 15 min in Puffer 1  versetzt mit 0,3 % Tween 20  gewaschen
und schließlich für 5 min in Puffer 3 für CSPD (0.1 M Diethanolamin, pH 10)
überführt. Nach diesem Äquilibrierungsschritt wurde die Blotfolie mit dem Chemi-
lumineszenzsubstrat CSPD (Stammlösung 11,6 mg/ml) für Alkalische Phosphatase
5 min inkubiert. Das CSPD wurde zuvor 1:100 in Puffer 3 für CSPD verdünnt.
Nach der fünfminütigen Inkubation wurden das überschüssige CSPD entfernt, die
noch feuchte Blotfolie in Saran-Folie verpackt und die Signale auf einem Röntgenfilm
(Kodak X-OMAT) detektiert. Die Röntgenfilme wurden nach erfolgter Exposition
(14 h) 3 min entwickelt (D19-Entwickler, Kodak), anschließend 2 min unter fließen-
dem Leitungswasser gespült und für 3 min fixiert (Tetanal Superfix, 1:7 verdünntes
Fixierkonzentrat). Abschließend wurden die entwickelten Filme mit deionisiertem
Wasser gespült, getrocknet und ausgewertet. Mit Hilfe des Kodak Digital Science1D
Image Systems 440CF (Carestream Health, New York, USA) wurden die Röntgen-
filme eingescannt und abgespeichert.
Zur Verbesserung der Signale auf den entwickelten Filmen wurden im Laufe der Ver-
suchsreihen unterschiedliche Schritte und Konzentrationen der Lösungen verändert.
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Zunächst wurde getestet, ob die Erhöhung der Konzentration des Blocking-Reagenz
in Puffer 2 eine Optimierung bewirkt. Es wurden Versuche durchgeführt, in denen
die Konzentration von 1 % auf 2 % bzw. 5 % Blocking-Reagenz in Puffer 1 erhöht
wurde.
Zudem wurde das Chemilumineszenzsubstrat CSPD gegen das Chemilumineszenz-
substrat CDP-Star ausgetauscht. Das CDP-Star wurde ebenfalls 1:100 in Puffer 3
für CSPD verdünnt.
2.3 Immunhistochemie
2.3.1 LGR 4, LGR 5, LGR 7 und LGR 8 an Endometrium und Decidua
Zur Lokalisation der Proteinexpression der orphan receptors LGR 4 und LGR 5
sowie des Relaxinrezeptors LGR 7 und des INSL3-Rezeptors LGR 8 im humanen
Endometrium und der humanen Decidua wurden 45 µm dicke, formalinfixierte Pa-
raffinschnitte verwendet. Diese wurden über Nacht im 60°C warmen Brutschrank
inkubiert und dann zunächst in Xylol (2 ∗ 10 min) entparaffiniert und anschließend
durch eine absteigende Alkoholreihe (100 %, 90 %, 70 % und 50 % Ethanol) rehydra-
tisiert. Nach kurzem Spülen  zunächst in deionisiertem Wasser und anschließend
in PBS  wurden die Schnitte in 10 mM Citratpuffer (pH 6) 4 ∗ 5 min in einer
Mikrowelle (600 W Leistung) inkubiert. Alternativ wurde beim LGR 4-Antikörper
(rabbit polyklonal) versucht, die Inkubation der Schnitte in Citratpuffer im Dampf-
drucktopf bei maximalem Druck für 3 min durchzuführen. Die Inkubation in Citrat-
puffer erfolgte, um die anzufärbenden Proteine besser aufzuschließen. Anschließend
folgten die Abkühlung auf Raumtemperatur im Citratpuffer und zwei weitere Spül-
schritte in PBS (2 ∗ 10 min). Die endogene Peroxidase wurde sodann durch eine
30-minütige Behandlung mit 0,3 % H2O2 in Methanol im Dunkeln blockiert. Nach
zwei weiteren Spülschritten in PBS/0,1 % BSA (Rinderserumalbumin Fraction V,
Sigma) wurden unspezifische Proteinbindungsstellen mit den Blockierungslösungen
des Detektions-Kits (HistostainPlus-Kit, Broad Spectrum, Zymed Laboratories, San
Fransisco, CA, USA) abgesättigt. Nun erfolgte die Inkubation mit dem ersten An-
tikörper über Nacht (LGR 7) bzw. für 1 h (LGR 4, LGR 5 und LGR 8) bei 4°C.
Anschließend wurden die Schnitte zunächst mit dem zweiten Antikörper und im
Anschluss mit dem Streptavadin-Peroxidasekonjugat für jeweils 30 min bei Raum-
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Tabelle 2.6: Verwendete Antikörper für die Immunhistochemie an humanen,
formalinfixierten, paraffineingebetteten Geweben
Antigen Bestellnummer Hersteller Verdünnung
LGR 4 LS-A1631 Lifespan
Biosciences
1:100
LGR 5 SP4233P Acris 1:100
LGR 7 H-001-53 Phoenix
Pharmaceuticals
1:100
LGR 7 Ab12714 Abcam 1:100
LGR 7 Ab12715 Abcam 1:100
LGR 8 H-001-54 Phoenix
Pharmaceuticals
1:100
temperatur behandelt. Die Spülschritte zwischen den einzelnen Inkubationsschritten
wurden mit PBS/0,1 % BSA für jeweils 3 ∗ 5 min durchgeführt. Die Immunreaktion
wurde mit Aminoethylcarbazol (AEC) und H2O2 (Zymed-Kit, San Fransisco, CA,
USA) detektiert. Die Inkubationszeit betrug zwischen 10 und 20 min. Die Schnit-
te wurden in deionisiertem Wasser gespült, mit Hämatoxylin gegengefärbt und mit
Kaisers Glyceringelantine (Merck, Darmstadt) eingedeckelt.
Zur Dokumentation wurden die Schnitte mit dem Zeiss Axiovert 135 Inverted Re-
search-Mikroskop festgehalten. Dieses Mikroskop hat verschiedene Vergrößerungsob-
jektive und ist direkt mit einer Kodak DC290 Digitalkamera verbunden. Die Bilder
wurden dabei direkt zur einfacheren Weiterverarbeitung in die Image J-Software
übertragen, dort bearbeitet und anschließend gespeichert.
Der LGR 7-Antikörper (rabbit polyklonal, ab12715) wurde im Zuge der Optimie-
rung mit keyhole limpet hemocyanin (KLH) vorbehandelt. KLH fungiert als eine
Art Hapten und die in der Immunhistochemie verwendeten Antikörper können mit
KLH kreuzreagieren und somit unspezifische Bindungen verursachen. Um dies zu
verhindern, wird der Antikörper während der Vorbehandlung mit KLH abgesättigt
(Ivell et al., 2003).
Der Antikörper wurde zunächst 1:100 in PBS verdünnt, anschließend wurde KLH
bis zum Erreichen einer Endkonzentration von 100 µg KLH/ml zugegeben. Die
Antikörper-KLH-Mischung wurde für 2 h bei Raumtemperatur unter ständiger Durch-
mischung auf einem Schüttler der Firma Edmund Bühler (Hechingen) inkubiert. Im
Folgenden wurden das Gemisch für 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert (Eppendorf-
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Zentrifuge 5417R) und 400 µl des Überstands abpipettiert und zur Inkubation der
Schnitte eingesetzt. Die Kontrollschnitte wurden entsprechend mit einem Gemisch
aus 50 µl KLH und 500 µl PBS inkubiert.
2.3.2 Immundoppelmarkierungen mit LGR 7 und CD45 an der humanen
Decidua
Die Vorbehandlung der Schnitte erfolgte wie oben beschrieben. Anschließend wur-
den die Schnitte für 20 min bei Raumtemperatur mit der Blockierungslösung des
Vectastain Universal Elite ABC-Kits (Vector Laboratories, Burlingname, CA, USA),
entsprechend den Angaben des Herstellers, inkubiert. Nach der Blockierung wurden
der spezifische Antikörper gegen das cluster of differentiation 45 (CD45, siehe Ta-
belle 2.7) aufgetragen und die Schnitte für 16 h bei 4°C ruhen gelassen. Die Schnit-
te wurden dann in PBS gewaschen und mit dem Sekundärantikörper des Kits für
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Als Chromogen wurde das Vector Blue SG
Substrat (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) verwendet, wobei die blau-
graue Farbreaktion sich innerhalb von 3 bis 10 min entwickelte. Für den zweiten
Teil der Immundoppelmarkierungen wurde ein zweiter Blockierungsschritt (Lösung
A; Histostain Plus Broad Spectrum-Kit, Zymed Laboratories, San Fransisco, CA,
USA) durchgeführt. Anschließend wurden die Schnitte mit dem zweiten spezifischen
Antikörper (siehe Tabelle 2.7)  gerichtet gegen den Relaxinrezeptor  für 1 h bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion der spezifischen Bindungen wurde wie
oben beschrieben mittels des Histostain Plus Broad Spectrum-Kits und des AEC-
Kits (beide Zymed Laboratories, San Fransisco, CA, USA) durchgeführt.
Im Zuge der Immundoppelmarkierungen wurden drei unterschiedliche Negativkon-
trollen durchgeführt:
 Der erste spezifische Antikörper (Antikörper gegen CD45) wurde durch nicht-
spezifisches Immunglobulin G (IgG) der Maus ersetzt.
 Der zweite spezifische Antikörper (Antikörper gegen LGR 7) wurde durch ein
polyklonales nicht-immunogenes Kaninchenserum ersetzt.
 Beide spezifischen Antikörper wurden entsprechend ersetzt.
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Tabelle 2.7: Verwendete Antikörper für die Immundoppelmarkierungen an der
humanen Decidua
Antigen Bestellnummer Hersteller Verdünnung
LGR 7 SP4284P Acris 1:100
CD45 M0701 Dako Diagnostica 1:100
2.4 Statistische Auswertungen
Die statistischen Analysen wurden mittels derGraphPad Prism Software, Version 3.0
für Windows (GraphPad Software, Inc., San Diego, USA) ausgeführt. Zum Vergleich
des Expressionsniveaus der verschiedenen Zyklusphasen im Falle der endometrialen
Proben bzw. der unterschiedlichen Phasen der Schwangerschaft bei den decidualen
Proben und zum Vergleich der LGR-Rezeptorexpression in den unterschiedlichen
Zellpopulationen des Endometriums und der Decidua wurde der nicht-parametrische
Kruskal-Wallis Test verwendet. Im Falle signifikanter Expressionsunterschiede wur-
de ein Post Hoc Test (Dunn's Multiple Comparison Test) zur weiteren statistischen
Auswertung durchgeführt. In allen verwendeten Tests wurden p-Werte von < 0.05
als signifikant erachtet.
Die grafische Darstellung der errechneten Expressionswerte erfolgte in Streuungs-
diagrammen unter Verwendung der GraphPad Prism Software, Version 3.0.
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3.1 LGR 4
3.1.1 LGR 4 im zyklischen humanen Endometrium, in getrennten
endometrialen Zellen (Epithel und Stroma) sowie im humanen
Myometrium
Die endometriale mRNA-Expression des LGR 4-orphan-Rezeptors wurde zunächst
mittels semiquantitativer RT-PCR anhand von 23 über den Zyklus verteilten endo-
metrialen Proben untersucht (siehe Abbildung 3.1, C).
Es konnte gezeigt werden, dass die Rezeptor-mRNA sowohl in der proliferativen als
auch in der sekretorischen Phase des Zyklus im Endometrium exprimiert wird. Hier-
bei wurden keine signifikanten Unterschiede in der Expression festgestellt (Kruskal-
Wallis-Test: p = 0,2445).
Mittels der Real-time RT-PCR (siehe Abbildung 3.1, A und B) wurde die LGR 4-
mRNA-Expression in weiteren 26 Proben untersucht. Hierdurch konnte die konsti-
tutive Expression bestätigt werden (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,308).
Der LGR 4-Northern Blot zeigte die erwartete Bande von etwa 5 kb (siehe Abbildung
3.1, D). Zudem ließen sich zwei weitere Banden im Bereich von 1,6 und 2 kb erkennen,
die auch bei Steigerung der Hybridisierungsstringenz nicht verschwanden.
Zur genaueren Lokalisation der LGR 4-mRNA-Expression in den verschiedenen Zell-
populationen des humanen Endometriums wurden endometriale Epithel- und Stro-
mazellen untersucht. Zum Einen wurden Zellpopulationen verwendet, die direkt nach
der Gewinnung von endometrialem Gewebe aus Hysterektomiematerial voneinander
getrennt wurden (n=6, jeweils 6., 8., 16., 17., 22. und 24. Zyklustag). Zum Anderen
wurden mit Hormonen (jeweils Östradiol (E) und Östradiol + Medroxyprogesteron-
acetat (MPA)) kultivierte endometriale Epithel- und Stromazellen (35 Kulturver-
suche) analysiert.
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Abbildung 3.1: Die LGR 4-mRNA-Expression im humanen Endometrium
Die LGR 4-mRNA wurde sowohl in den aus Hysterektomiematerial direkt isolierten
als auch in den kultivierten Epithel- und Stromazellen gleichmäßig stark exprimiert
(siehe Abbildung 3.2).
Somit scheint die LGR 4-mRNA-Expression im humanen Endometrium keinerlei
Regulation durch Steroidhormone zu unterliegen.
Der im Rahmen dieser Arbeit zur LGR 4-Proteindarstellung verwendete Antikör-
per der Firma Lifespan Biosciences zeigte am humanen Endometrium eine sehr
starke Hintergrundfärbung (siehe Abbildung 3.3, A). Diese auffällige Hintergund-
färbung ließ sich auch nicht durch eine abgeänderte Vorbehandlung der Schnitte im
Dampfdrucktopf zur besseren Aufschließung der Proteine eliminieren. Auf Grund
der unselektiven Anfärbung aller Zellkompartimente des Endometriums kann da-
von ausgegangen werden, dass der verwendete Antikörper nicht spezifisch an die zu
detektierenden Zielstrukturen bindet. Zudem erwiesen sich die mitgeführten Nega-
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Abbildung 3.2: Die LGR 4-mRNA-Expression in getrennten Zellen (Epithel
und Stroma) des humanen Endometriums
tivkontrollen als nicht angefärbt (siehe Abbildung 3.3, B), was zeigt, dass die un-
selektive Färbung durch den LGR 4-Antikörper zu Stande kam. Eine Lokalisierung
der LGR 4-Proteinexpression im humanen Endometrium konnte somit im Rahmen
dieser Arbeit nicht erbracht werden.
Abbildung 3.3: Der LGR 4-Antikörper am humanen Endometrium
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Abbildung 3.4: Die LGR 4-mRNA-Expression im humanen Myometrium
Die LGR 4-mRNA-Expression im humanen Myometrium wurde anhand von sechs
verschiedenen über den Zyklus verteilten Proben (2., 7., 17./18., 20.22., 21. und
25. Zyklustag) mit semiquantitativen RT-PCR Experimenten analysiert. Auch hier
zeigte sich eine gleichmäßige Rezeptor-mRNA-Expression (siehe Abbildung 3.4, je-
weils eine Probe aus der proliferativen (prol.) und der sekretorischen (sekr.) Phase
exemplarisch dargestellt).
3.1.2 LGR 4 in der humanen Decidua, in getrennten decidualen Zellen
(Epithel und Stroma) und in der humanen Plazenta
Die deciduale mRNA-Expression des LGR 4-orphan-Rezeptors wurde mittels Real-
time RT-PCR untersucht. Die 36 untersuchten Proben entstammen dem ersten und
zweiten Trimester.
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die humane Decidua die LGR 4-mRNA ebenso
wie das humane Endometrium exprimiert. Es fand sich eine signifikant gesteigerte
mRNA-Rezeptorexpression zu Beginn des zweiten Trimesters (Kruskal-Wallis-Test:
p < 0,001), welche dann allerdings zur Mitte des zweiten Trimesters wieder abfiel.
Ähnlich wie die endometriale LGR 4-mRNA-Expression unterlag auch die deciduale
LGR 4-mRNA-Expression interindividuellen Schwankungen (siehe Abbildung 3.5).
Zur weiteren Lokalisation der mRNA-Rezeptorexpression in der humanen Decidua
wurden getrennte deciduale Epithel- und Stromazellen mittels semiquantitativer RT-
PCR untersucht. Es konnte exemplarisch gezeigt werden, dass beide Zellpopulatio-
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Abbildung 3.5: Die LGR 4-mRNA-Expression in der humanen Decidua
nen die Rezeptor-mRNA exprimieren (siehe Abbildung 3.5).
Die Proteinlokalisation mittels des LGR 4-Antikörpers der Firma Lifespan Bioscien-
ces wurde, ähnlich wie am humanen Endometrium, als unspezifisch eingestuft. Auch
am decidualen Gewebe fiel eine hohe, nicht zu eliminierende Hintergrundfärbung auf,
die die Reaktion fragwürdig erscheinen lässt (siehe Abbildung 3.6, A). Die mitge-
führten Negativkontrollen waren ungefärbt (siehe Abbildung 3.6, B). Es muss davon
ausgegangen werden, dass der verwendete Antikörper nicht spezifisch an das LGR 4-
Rezeptorprotein bindet.
Zusätzlich wurde die LGR 4-mRNA-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR
in der reifen humanen Plazenta untersucht (n=3). Die LGR 4-Rezeptor-mRNA-
Expression war in allen untersuchten Plazenten nachzuweisen (siehe Abbildung 3.7,
zwei Proben exemplarisch dargestellt).
3.1.3 LGR 4 in den humanen Karzinomzelllinien Hec 1a, BeWo, Jar, Jeg-3,
T47D und MCF7
Die endometriale Karzinomzelllinie Hec 1a (n=2) wurde anhand der semiquantita-
tiven RT-PCR auf die LGR 4-mRNA-Expression hin untersucht. Es konnte gezeigt
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Abbildung 3.6: Der LGR 4-Antikörper an der humanen Decidua
Abbildung 3.7: Die LGR 4-mRNA-Expression in der humanen Plazenta
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Abbildung 3.8: Die LGR 4-mRNA-Expression in der endometrialen
Adenokarzinomzelllinie Hec 1a
Abbildung 3.9: Die LGR 4-mRNA Expression in den Chorionkarzinomzelllinen
BeWo, Jar und Jeg-3
werden, dass die endometriale Adenokarzinomzelllinie Hec 1a diese Rezeptor-mRNA
exprimiert (siehe Abbildung 3.8).
Durch Versuche an den humanen, plazentären Chorionkarzinomzelllinien Jeg-3 (n=2),
Jar (n=2) und BeWo (n=3) konnte ebenfalls mittels semiquantitativer RT-PCR ei-
ne LGR 4-mRNA-Expression in allen drei Zelllinien nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 3.9, jeweils eine Probe exemplarisch dargestellt).
Die LGR 4-mRNA-Expression in den Brustkrebszelllinien T47D und MCF7 wurde
anhand dreier Proben untersucht. Sowohl die Progesteron- und Östrogenrezeptor-
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Abbildung 3.10: Die LGR 4-mRNA-Expression in den
Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7
positive Adenokarzinomzelllinie MCF7 als auch die duktale Steroidhormonrezeptor-
positive Brustkrebszelllinie T47D exprimieren die LGR 4-orphan-Rezeptor-mRNA
(siehe Abbildung 3.10).
3.2 LGR 5
3.2.1 LGR 5 im zyklischen humanen Endometrium, in getrennten
endometrialen Zellen (Epithel und Stroma) sowie im humanen
Myometrium
Auch die LGR 5-orphan-Rezeptor-mRNA wird konstitutiv im humanen Endometri-
um exprimiert (siehe Abbildung 3.11, A und C). Zwar zeigten die Ergebnisse der
semiquantitativen RT-PCR (n=31, siehe Abbildung 3.11, C) eine erniedrigte Ex-
pression in der späten Proliferationsphase (10.14. Zyklustag; Kruskal-Wallis-Test:
p = 0,0285), jedoch konnte im Vergleich der einzelnen Zyklusphasen untereinander
das Signifikanzniveau nicht erreicht werden (Post Tests: p > 0.05).
Die 26 mittels der Real-time RT-PCR (siehe Abbildung 3.11, A und B) untersuchten
Proben zeigten keine signifikanten Unterschiede in der LGR 5-mRNA-Expression
zwischen den einzelnen Zyklusphasen (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,8609).
Mit der Real-time RT-PCR wurde die hohe interindividuelle Schwankungsbreite der
Rezeptor-mRNA-Expression bestätigt.
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Abbildung 3.11: Die LGR 5-mRNA-Expression im humanen Endometrium
Der LGR 5-Northern Blot zeigte eine erwartete Bande von etwa 4,5 kb (siehe Abbil-
dung 3.11, D). Allerdings ließ sich die LGR 5-mRNA nur sehr schwach im Northern
Blot darstellen, was auf eine geringfügige Expression im Endometrium hindeutet.
Interessanterweise zeigte die LGR 5-mRNA in den frisch aus Hysterektomiematerial
isolierten endometrialen Epithelzellen eine stärkere Expression als in den Stromazel-
len (siehe Abbildung 3.12). Im Gegensatz dazu war die LGR 5-mRNA-Expression in
den kultivierten Epithelzellen genauso niedrig wie in den kultivierten Stromazellen.
Die fünf untersuchten humanen, myometrialen Proben zeigten in den semiquanti-
tativen RT-PCR-Versuchen eine konstant positive LGR 5-mRNA-Expression (siehe
Abbildung 3.13, jeweils eine Probe aus der proliferativen (prol.) und sekretorischen
(sekr.) Phase exemplarisch dargestellt).
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Abbildung 3.12: Die LGR 5-mRNA-Expression in getrennten Zellen (Epithel
und Stroma) des humanen Endometriums
Abbildung 3.13: Die LGR 5-mRNA-Expression im humanen Myometrium
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Abbildung 3.14: Die LGR 5-mRNA-Expression in der humanen Decidua
3.2.2 LGR 5 in der humanen Decidua, in getrennten decidualen Zellen
(Epithel und Stroma) und in der humanen Plazenta
Die 35 mit der Real-time RT-PCR untersuchten humanen decidualen Proben (erstes
und zweites Trimester) zeigten eine konstitutive Expression der LGR 5-mRNA, die
allerdings  ähnlich wie im humanen Endometrium  einer hohen interindividuellen
Schwankungsbreite unterworfen war (siehe Abbildung 3.14).
Bei den frisch getrennten decidualen Epithel- und Stromazellen (n=2) fiel in der
semiquantitativen RT-PCR  ähnlich wie bei den endometrialen Zellen  auf, dass
auch hier die Epithelzellen eine stärkere Expression zeigten (siehe Abbildung 3.14).
Mittels immunhistochemischer Anfärbungen zeigte sich eine spezifische Färbung 
insbesondere des Oberflächen- und Drüsenepithels der erst- und zweittrimestrigen
Decidua basalis und parietalis (siehe Abbildung 3.15, A, B und C). Das deciduale
Stroma zeigte nahezu keine Anfärbbarkeit, lediglich einige wenige, einzeln verteilte
Zellen wiesen eine schwache Reaktion auf. Insgesamt zeigte sich nur eine schwache
Anfärbbarkeit, bei der allerdings auffiel, dass die basale Decidua eine etwas stärkere
Expression zeigte als die parietale Decidua.
Die verwendeten Negativkontrollen zeigten keinerlei Anfärbung (siehe Abbildung
3.15). Hier wurden die Schnitte, anstelle mit dem ersten, spezifischen Anitkörper
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Abbildung 3.15: Die LGR 5 Proteinexpression in der humanen Decidua
(LGR 5), ein weiteres Mal mit den Blockierungslösungen des Detektions-Kits inku-
biert (siehe Kapitel 2.3.1). Im Anschluss wurden die Kontrollschnitte ebenso weiter
behandelt wie die anzufärbenden Gewebeproben. Es kann somit davon ausgegan-
gen werden, dass die Anfärbung der Schnitte auf die spezifische Antikörperbindung
zurückzuführen ist.
Auch in den drei analysierten humanen Plazentaproben konnte mittels der semi-
quantitativen RT-PCR eine LGR 5-mRNA-Expression nachgewiesen werden (siehe
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Abbildung 3.16: Die LGR 5-mRNA-Expression in der humanen, reifen
Plazenta
Abbildung 3.17: Die LGR 5-mRNA-Expression in der endometrialen
Karzinomzelllinie Hec 1a
Abbildung 3.16, zwei Proben exemplarisch dargestellt).
3.2.3 LGR 5 in den humanen Karzinomzelllinien Hec 1a, BeWo, Jar, Jeg-3,
T47D und MCF7
Es konnte exemplarisch nachgewiesen werden, dass auch die endometriale Zelllinie
Hec 1a (n=1) die LGR 5-mRNA exprimiert (siehe Abbildung 3.17).
In den semiquantitativen Versuchen zur Darstellung der LGR 5-orphan-Rezeptor-
mRNA-Expression in den Chorionkarzinomzelllinien Jeg-3 (n=2), Jar (n=2) und
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Abbildung 3.18: Die LGR 5-mRNA-Expression in den
Chorionkarzinomzelllinien BeWo, Jar und Jeg-3
Abbildung 3.19: Die LGR 5-mRNA-Expression in den
Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7
BeWo (n=2) konnte gezeigt werden, dass alle drei Zelllinien die LGR 5-Rezeptor-
mRNA exprimieren (siehe Abbildung 3.18, jeweils eine Probe exemplarisch darge-
stellt).
Mittels der semiquantitativen RT-PCR ließ sich ebenfalls eine LGR 5-Rezeptor-
mRNA-Expression in den untersuchten Mammakarzinomzelllinien T74D und MCF7
(jeweils n=3) nachweisen (siehe Abbildung 3.19).
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3.3 LGR 7
3.3.1 LGR 7 im zyklischen humanen Endometrium, in getrennten
endometrialen Zellen (Epithel und Stroma) sowie im humanen
Myometrium
Die LGR 7-mRNA-Expression (Relaxinrezeptor) zeigte in den mit der semiquan-
titativen RT-PCR (siehe Abbildung 3.20, C) untersuchten Proben (n=20) keine
signifikanten Unterschiede im Expressionsmuster zwischen den beiden Zyklusphasen
(Kruskal-Wallis-Test: p = 0,191). Auch in der Real-time RT-PCR (siehe Abbildung
3.20, A und B) fanden sich keine signifikanten Expressionsunterschiede in den 26 un-
tersuchten endometrialen Proben (Kruskal-Wallis-Test: p = 0,051). Allerdings fiel
in beiden Experimenten eine sehr starke interindividuelle Schwankungsbreite der
Rezeptor-mRNA-Expression zwischen dem 15. und 18. Zyklustag auf.
Mittels der Northern Hybridisierung konnte in exemplarischen endometrialen Pro-
ben aus der proliferativen (9. Zyklustag) und der sekretorischen (18. Zyklustag)
Phase die LGR 7-mRNA dargestellt werden. Nach Hybridisierung des Blots mit der
LGR 7-Sonde zeigte sich eine deutliche Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht
von 4,5 kb (siehe Abbildung 3.20, D).
In den semiquantitativen RT-PCR-Versuchen an getrennten endometrialen Zellen
zeigte sich die Expression der LGR 7-mRNA sowohl in den frisch  direkt nach
der Hysterektomie getrennten  als auch in den kultivierten Zellen in gleichmäßiger
Weise in den Epithel- und Stromazellen (siehe Abbildung 3.21).
Die LGR 7-Proteinexpression wurde am humanen Endometrium mittels dreier poly-
klonaler Antikörper untersucht (siehe Kapitel 2.6).
Das LGR 7-Protein konnte zunächst mit dem polyklonalen Kaninchenantikörper
der Firma Phoenix Pharmaceuticals sowohl in den Epithel- als auch den Stromazel-
len im Endometrium nachgewiesen werden. Da der Antikörper allerdings an vielen
Paraffinschnitten eine hohe Hintergrundfärbung verursachte, muss diese Reaktion
sehr kritisch betrachtet werden. Diese Hintergrundfärbung ließ sich auch durch eine
Vorbehandlung mit KLH (siehe Kapitel 2.3.1) nicht wesentlich verringern.
Im Folgenden wurden die Versuche deshalb mit zwei weiteren, käuflichen Antikör-
pern der Firma Abcam gegen das LGR 7-Protein wiederholt (siehe Abbildung 3.22).
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Abbildung 3.20: Die LGR 7-mRNA-Expression im humanen Endometrium
Abbildung 3.21: Die LGR 7-mRNA-Expression in getrennten Zellen (Epithel
und Stroma) des humanen Endometriums
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Abbildung 3.22: Vergleich der beiden LGR 7-Antikörper der Firma Abcam am
humanen Endometrium
Unter der Verwendung des polyklonalen Anti-LGR 7-Antikörpers (ab12715) wurden
die Epithel- und Stromazellen des humanen Endometriums spezifisch ohne wesent-
lichen Hintergrund angefärbt (siehe Abbildungen 3.22 und 3.24).
Die Negativkontrollen zeigten keinerlei Anfärbung (siehe Abbildung 3.23), so dass
wiederum davon ausgegangen werden kann, dass spezifische Antikörperbindungen
an den LGR 7-Rezeptor für die Reaktion verantwortlich sind.
Der polyklonale, gegen den C-terminalen Part des LGR 7-Rezeptorproteins gerich-
tete Antikörper zeigte eine Anfärbung besonders der luminalen und glandulären
Epithelzellen des Endometriums über den gesamten Zyklus hinweg (siehe Abbil-
dung 3.24, C bis E). In der Vergrößerung (siehe Abbildung 3.24, B) wird deutlich,
dass es sich um eine perinukleäre und zytoplasmatische Färbung handelt.
Die LGR 7-Proteinexpression im luminalen Epithel und im Drüsenepithel der Funk-
tionalis war in der Mitte der proliferativen Phase am geringsten (siehe Abbildung
3.24, A und B) und verstärkt sich gegen deren Ende. In der sekretorischen Phase
war die Immunfärbung ebenfalls stark (siehe Abbildung 3.24, E). Die basalen Drüsen
zeigten kaum eine Anfärbbarkeit (siehe Abbildung 3.24, F). Darüber hinaus blieb
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Abbildung 3.23: Die LGR 7-Proteinexpression im humanen, zyklischen
Endometrium  Negativkontrolle
auch die Mehrzahl der Stromazellen der Funktionalis ungefärbt. Einzelne verteilte
Zellen allerdings zeigten eine starke LGR 7-Proteinexpression, besonders während
der menstrualen Phase und während der ersten Hälfte der proliferativen Phase (siehe
Abbildung 3.24, A bis D).
Die Stromazellen der Basalis zeigten über den gesamten Zyklus nur eine sehr schwa-
che Immunfärbung (siehe Abbildung 3.24, F).
Auch im humanen Myometrium zeigte sich in allen fünf mittels der semiquanti-
tativen RT-PCR untersuchten Proben eine gleichmäßige Relaxinrezeptor-mRNA-
Expression (siehe Abbildung 3.25, jeweils eine Probe aus der proliferativen (prol.)
und sekretorischen (sekr.) Phase exemplarisch dargestellt).
3.3.2 LGR 7 in der humanen Decidua, in getrennten decidualen Zellen
(Epithel und Stroma) und in der humanen Plazenta
In der semiquantitativen RT-PCR (n=15) zeigte sich eine konstitutive mRNA-Ex-
pression des LGR 7 in der Decidua (siehe Abbildung 3.26, A). Die Analyse der
LGR 7-mRNA-Expression in der humanen Decidua (n=35) mittels der Real-time
RT-PCR bestätigte dieses Ergebnis (siehe Abbildung 3.27). Allerdings konnte eine
hohe interindividuelle Schwankung der LGR 7-Expression, besonders am Übergang
vom ersten zum zweiten Trimester beobachtet werden (11./12. und 13./14. Schwan-
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Abbildung 3.24: Die LGR 7-Proteinexpression im humanen zyklischen
Endometrium  proliferative und sekretorische Phase
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Abbildung 3.25: Die LGR 7-mRNA-Expression im humanen Myometrium
gerschaftswoche), die im Kruskal-Wallis-Test (p = 0,5655) allerdings nicht signifikant
war (siehe Abbildung 3.27, D). Da im Zeitraum 11.13. Woche die Eröffnung der
mütterlichen Blutgefäße beginnt, sind die Proben noch einmal neu zusammengefasst
worden (Woche 57, Woche 810, Woche 1113 und Woche 1416, siehe Abbildung
3.27, E), was bei Anwendung der ANOVA zu einer signifikanten Schwankung führte
(p = 0,0083, Bonferroni post hoc test: p < 0,05: Woche 57 vs. 1113, Woche 810
vs. 1113 und Woche 1113 vs. Woche 1416).
Der LGR 7-Northern Blot zeigte die erwartete Bande von etwa 4,5 kb (siehe Abbil-
dung 3.26, C).
Die untersuchten getrennten decidualen Epithel- und Stromazellen zeigten in der
semiquantitativen RT-PCR eine gleichmäßige LGR 7-Expression in den frisch ge-
trennten und kultivierten Zellen (siehe Abbildung 3.26, B).
Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, das LGR 7-Rezeptorprotein in der huma-
nen Decidua unter Verwendung des Antikörpers der Firma Phoenix Pharmaceuticals
darzustellen. Wie bereits an den endometrialen Proben zeigte sich auch hier wieder-
um eine hohe Hintergrundfärbung. Folglich muss die Reaktion sehr kritisch und als
nicht aussagekräftig betrachtet werden. Die parallel durchgeführten Negativkontrol-
len zeigten keine Färbungen, somit muss davon ausgegangen werden, dass die starke,
ubiquitäre Färbung an den decidualen Schnitten durch den verwendeten Antikörper
verursacht wurde. Vermutlich liegen hier unspezifische Bindungen vor.
Unter Verwendung des polyklonalen LGR 7-Antikörpers der Firma Abcam (ab12715)
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Abbildung 3.26: Die LGR 7-mRNA-Expression in der humanen Decidua
(erstes und zweites Trimester)
Abbildung 3.27: Die LGR 7-mRNA-Expression (Real-time RT-PCR) in der
humanen Decidua (erstes und zweites Trimester)
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Abbildung 3.28: Die LGR 7-Proteinexpression in der humanen Decidua
68
3.3 LGR 7
Abbildung 3.29: Die LGR 7-mRNA-Expression in der humanen, reifen
Plazenta
konnte an decidualen Schnitten gezeigt werden, dass das LGR 7-Rezeptorprotein von
den epithelialen Zellen der Decidua exprimiert wird. Dort zeigte sich eine deutliche
Anfärbung (siehe Abbildung 3.28, C). Im decidualen Stroma des ersten und zweiten
Trimesters hingegen erwiesen sich nur einzelne Zellen als LGR 7-Rezeptor-positiv
(siehe Abbildung 3.28, A, C und E).
Zur detaillierteren Klärung, um welche Zellen es sich bei den stromalen, Relaxin-
rezeptor-positiven Zellen der Decidua handelt, wurden Immundoppelmarkierungen
mit dem LGR 7-Antikörper und einem Antikörper gegen CD45 (human leucocy-
te antigen) durchgeführt. Diese Doppelmarkierungen zeigten, dass es sich bei den
angefärbten stromalen Zellen der Decidua zumindest teilweise um periphere Leuko-
zyten handelt (siehe Abbildung 3.28, C).
Auch in der humanen Plazenta (n=3) wurde die LGR 7-mRNA-Expression erwar-
tungsgemäß nachgewiesen (siehe Abbildung 3.29, jeweils zwei Proben exemplarisch
dargestellt).
3.3.3 LGR 7 in den humanen Karzinomzelllinien Hec 1a, BeWo, Jar, Jeg-3,
T47D und MCF7
In der endometrialen Karzinomzelllinie Hec 1a konnte im Gegensatz zum physiolo-
gischen Endometrium keine Expression der LGR 7-mRNA mittels semiquantitativer
RT-PCR nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.30).
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Abbildung 3.30: Die LGR 7-mRNA-Expression in der endometrialen
Adenokarzinomzelllinie Hec 1a
Abbildung 3.31: Die LGR 7-mRNA-Expression in den
Chorionkarzinomzelllinien BeWo, Jar und Jeg-3
Die Chorionkarzinomzelllinien Jeg-3 und Jar (jeweils n=2) zeigten in der semiquan-
titativen RT-PCR-Analyse keine LGR 7-mRNA-Expression. Hingegen konnte in der
Zelllinie BeWo (n=3) eine Expression nachgewiesen werden (siehe Abbildung 3.31,
jeweils eine Probe exemplarisch dargestellt).
In den beiden untersuchten Brustkrebszelllinien T47D und MCF7 konnte mittels
der semiquantitativen RT-PCR-Analyse ebenfalls eine schwache LGR 7-mRNA-
Expression nachgewiesen werden. Es wurden drei verschiedene T47D- und MCF7-
Proben untersucht (siehe Abbildung 3.32).
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Abbildung 3.32: Die LGR 7-mRNA-Expression in den
Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7
3.4 LGR 8
3.4.1 LGR 8 im zyklischen humanen Endometrium, in getrennten
endometrialen Zellen (Epithel und Stroma) sowie im humanen
Myometrium
Die mRNA-Expression des INSL3-Rezeptors (LGR 8) konnte mittels der semiquanti-
tativen PCR in den 20 analysierten endometrialen Proben nicht nachgewiesen wer-
den (siehe Abbildung 3.33). Da in den Positivkontrollen Decidua und Testis eine
LGR 8-Produktbande gebildet wurde, ist davon auszugehen, dass das nicht vor-
handene endometriale Signal auf die fehlende oder extrem niedrige LGR 8-mRNA-
Expression im humanen Endometrium zurückzuführen ist und kein methodisches
Problem vorlag.
In den semiquantitativen RT-PCR-Versuchen an getrennten Zellen ließ sich lediglich
eine äußerst schwache Bande in einer kultivierten Stromazellprobe nachweisen. So-
wohl in den kultivierten Epithelzellen als auch in den frisch getrennten Zellen wurde
keine Produktbande generiert (nicht dargestellt).
Ähnlich wie unter Verwendung des LGR 7-Antikörpers der Firma Phoenix Phar-
maceuticals zeigte sich auch bei immunhistochemischen Versuchen mit dem poly-
klonalen LGR 8-Antikörper derselben Firma eine sehr starke Hintergrundfärbung
bei der Testung an endometrialen Geweben (siehe Abbildung 3.34, A). Insbesondere
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Abbildung 3.33: Die LGR 8-mRNA-Expression im humanen Endometrium
Abbildung 3.34: Der LGR 8-Antikörper am humanen Endometrium
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Abbildung 3.35: Die LGR 8-mRNA-Expression im humanen Myometrium
erscheint die starke, alle Zellkomponenten betreffende Anfärbbarkeit als höchst frag-
würdig, da die semiquantitativen RT-PCR-Versuche zeigten, dass die LGR 8-mRNA
im humanen Endometrium nicht exprimiert wird.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden fünf unterschiedliche myometriale Proben mittels
der semiquantitativen RT-PCR auf die LGR 8-mRNA Expression hin untersucht. Es
konnte gezeigt werden, dass das humane Myometrium die LGR 8-Rezeptor-mRNA
exprimiert (siehe Abbildung 3.35, jeweils eine Probe aus der proliferativen (prol.)
und der sekretorischen (sekr.) Phase dargestellt).
3.4.2 LGR 8 in der humanen Decidua und in der humanen Plazenta
Mittels semiquantitativen RT-PCR-Versuchen konnte nur in vereinzelten humanen
Deciduaproben (erstes und zweites Trimester) eine LGR 8-Expression nachgewiesen
werden. Es muss davon ausgegangen werden, dass die Expression sehr inkonstant
ist bzw. es sehr starke interindividuelle Unterschiede im Expressionsmuster gibt
(siehe Abbildung 3.36). Es fiel auf, dass mehr Proben aus dem ersten Trimester eine
positive LGR 8-mRNA-Expression zeigten als Proben aus dem zweiten Trimester.
Die verwendete Positivkontrolle (Testis) zeigte die erwartete Bande, so dass nicht
davon auszugehen ist, dass ein methodisches Problem vorlag.
Wie schon die immunhistochemischen Ergebnisse am humanen Endometrium zeig-
ten, lieferte der verwendete LGR 8-Antikörper auch an decidualen Geweben keine
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Abbildung 3.36: Die LGR 8-mRNA-Expression in der humanen Decidua
Abbildung 3.37: Der LGR 8-Antikörper an der humanen Decidua
glaubwürdigen Ergebnisse. Es zeigte sich eine starke, unspezifische Anfärbung aller
Zellkomponenten (siehe Abbildung 3.37, A), die in den mitgeführten Negativkon-
trollen nicht auftrat (siehe Abbildung 3.37, B). Demnach muss auch diese Reaktion
äußerst kritisch betrachtet werden und der LGR 8-Proteinnachweis in der humanen
Decidua steht zum heutigen Zeitpunkt noch aus.
Die vier getesteten Plazentaproben zeigten in der semiquantitativen RT-PCR alle
eine schwache Expression der LGR 8-Rezeptor-mRNA (siehe Abbildung 3.38, jeweils
zwei Proben exemplarisch dargestellt).
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Abbildung 3.38: Die LGR 8-mRNA-Expression in der humanen, reifen
Plazenta
Abbildung 3.39: Die LGR 8-mRNA-Expression in der endometrialen
Karzinomzelllinie Hec 1a
3.4.3 LGR 8 in den humanen Karzinomzelllinien Hec 1a, BeWo, Jar, Jeg-3,
T47D und MCF7
In der endometrialen Adenokarzinomzelllinie Hec 1a (n=1) ließ sich exemplarisch
eine LGR 8-mRNA-Expression per semiquanitativer RT-PCR nachweisen (siehe Ab-
bildung 3.39).
Über die analysierten Chorionkarzinomzelllinien BeWo (n=3), Jeg-3 (n=2) und Jar
(n=2) lässt sich auf Grund der semiquantitativen RT-PCR-Analyse sagen, dass al-
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Abbildung 3.40: Die LGR 8-mRNA-Expression in den
Chorionkarzinomzelllinien BeWo, Jar und Jeg-3
Abbildung 3.41: Die LGR 8-mRNA-Expression in den
Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7
le drei humanen Chorionkarzinomzelllinien die LGR 8-mRNA exprimieren (siehe
Abbildung 3.40).
Die beiden getesteten humanen Brustkrebszelllinien T47D und MCF7 exprimieren
die LGR 8-mRNA nicht in einer Menge, die mittels der Sensitivität der semiquan-
titativen RT-PCR dargestellt werden kann (siehe Abbildung 3.41).
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Abbildung 3.42: Die FSHR-mRNA-Produktbanden an humaner Testis- und
Ovar-cDNA und an einem Plasmid mit der FSHR-Sequenz
3.5 FSHR
3.5.1 Expression in humanen Ovarien und Testes
Insgesamt stellte es sich methodisch sehr schwierig dar, die Expression der FSHR-
mRNA in den humanen Ovarien und Testes mittels RT-PCR darzustellen.
Es wurden zwei unterschiedliche Primerpaare verwendet (siehe Tabelle 2.3). Le-
diglich unter Verwendung des FSHR-Primers konnte eine schwache FSHR-mRNA-
Expression im humanen Ovar und Testis nachgewiesen werden (siehe Abbildung
3.42). Auch diese RT-PCR zeigte allerdings unspezifische Bindungen in Form von
Doppelbanden. Sämtliche Optimierungsversuche (siehe Kapitel 2.2.3.2.2) brachten
im Hinblick auf die Darstellbarkeit der Expression in beiden Geweben keine Verbes-
serung.
3.5.2 Expression im humanen Endometrium
Auf Grund der extremen Probleme bei der Darstellung der FSHR-Rezeptorexpression
bereits in den Test-PCRs an den beiden Positivkontrollgeweben Ovar und Testis,
wurde darauf verzichtet, die FSHR-mRNA-Expression im humanen, zyklischen En-
dometrium zu untersuchen.
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3.6 LHR
3.6.1 Expression in humanen Ovarien und Testes
Es wurde mit fünf unterschiedlichen Primerpaaren versucht (siehe Tabelle 2.3), eine
mRNA-Expression im humanen Testis durch die semiquantitative RT-PCR nach-
zuweisen. Ein generiertes Primerpaar (LHR) führte zu keinerlei Ergebnissen. Die
beiden Primerpaare LHR 1-10 bzw. LHR 8-11 konnten zumindest an Plasmiden po-
sitiv getestet werden (siehe Abbildung 3.43). Allerdings konnte keine LHR-mRNA-
Expression im humanen Testis nachgewiesen werden.
Erst die Verwendung der beiden LHR-Milgrom-Primer 1 und 2 (Venencie et al.,
1999) zeigte nicht nur Banden bei der Testung an entsprechenden Plasmiden, son-
dern stellte auch eine LHR-mRNA-Expression im humanen Testis dar (siehe Abbil-
dung 3.43).
3.6.2 Expression im humanen Endometrium
Die Darstellung der LHR-mRNA-Expression im humanen Endometrium stellte sich
als äußerst schwierig heraus. Es wurden die beiden LHR-Milgrom Primerpaare 1
und 2 in der semiquantitativen RT-PCR verwendet. Diese Primer wurden zuvor am
Positivkontrollgewebe Testis erfolgreich getestet. Es wurden vier humane endome-
triale, über den Zyklus verteilte Proben verwendet (10., 16., 20. und 27. Zyklustag).
Lediglich bei der endometrialen Probe vom zehnten Zyklustag ließ sich durch die
verwendete Methode eine sehr schwache Bande darstellen (siehe Abbildung 3.43).
3.7 GnRHR I + II
3.7.1 Expression in den Brustkrebszelllinien T47D und MCF7
Lediglich durch Verwendung des GnRHR-Literaturprimers (Kottler et al., 1997)
konnte an der Brustkrebszelllinie T47D eine Produktbande generiert werden (siehe
Abbildung 3.44). Mittels der beiden anderen verwendeten GnRHR-Primer (siehe
Tabelle 2.3) konnte in der semiquantitativen RT-PCR keine Expression dargestellt
werden. In der Brustkrebszelllinie MCF7 konnte mit keinem der Primerpaare ein
GnRHR-Produkt gewonnen werden.
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Abbildung 3.43: Die LHR-mRNA-Expression an einem Plasmid mit der
LHR-Sequenz sowie im humanen Testis und Endometrium
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3.7.2 Expression im humanen Ovar und in der humanen Plazenta
Sowohl der GnRHR- als auch der Literaturprimer (Kottler et al., 1997) wurden
am humanen Ovar getestet. Es gelang mit dem Literaturprimer Banden darzustel-
len, wohingegen dies bei Verwendung des selbstgenerierten Primers scheiterte (siehe
Abbildung 3.44).
Der GnRHR-Primer zeigte in der semiquantitativen RT-PCR an der humanen Pla-
zenta keine reproduzierbaren Banden. Allerdings konnte mit dem GnRHR-II-Primer
an der humanen Plazenta eine Bande der erwarteten Größe gezeigt werden (siehe
Abbildung 3.44). Diese verhielt sich allerdings trotz Optimierungsmaßnahmen der
RT-PCR nicht reproduzierbar. Zudem zeigten sich unspezifische Bindungen in Form
von Doppelbanden.
3.7.3 Expression in der endometrialen Zelllinie Hec 1a
Es gelang in der endometrialen Adenokarzinomzelllinie Hec 1a eine GnRHR II-
Expression darzustellen (siehe Abbildung 3.44). Allerdings konnte die semiquanti-
tative RT-PCR nicht so weit optimiert werden, dass die PCR sicher reproduzierbar
gewesen und unspezifische Bindungen eliminiert worden wären.
Mittels der verwendeten GnRHR-Primer ließ sich hingegen in der Zelllinie Hec 1a
keinerlei Expression zeigen.
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Abbildung 3.44: Die GnRHR I+II mRNA-Expression an unterschiedlichen
Geweben
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4 Diskussion
4.1 Diskussion der verwendeten Methoden
4.1.1 Molekularbiologie
4.1.1.1 Semiquantitative RT-PCR
Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist eine Metho-
de zur Vervielfältigung von DNA oder cDNA, die durch eine vorausgegangene re-
verse Transkriptionsreaktion aus RNA gewonnen wurde. Zur Amplifikation von
DNA/cDNA sind eine thermostabile Taq-Polymerase und folgende weitere Kom-
ponenten für die RT-PCR-Reaktion unerlässlich:
 Primer = spezifische Oligonukleotide, die in ihrer Sequenz der Einzelstrang-
DNA komplementär sind und als Start- und Endpunkt der Synthese dienen,
 dNTPs = Desoxyribonukleosidtriphosphate, die die Substrate der Synthese
sind,
 MgCl2 = Magnesiumchlorid, das die Primer-Matrizenbindung stabilisiert und
die Enzymaktivität erhöht,
 Pufferlösungen, die ein optimales chemisches Milieu für die DNA-Polymerasen
herstellen.
Die Primeranlagerung an den DNA-Einzelstrang geschieht bei primerspezifischen
Temperaturen, den sogenannten Annealing-Temperaturen.
Die optimale Annealing-Temperatur wurde in Testläufen mit Temperaturgradien-
ten bestimmt und lag zwischen 55°C und 65°C. Eine zu hohe Annealing-Temperatur
verhindert die Ausbildung von Wasserstoffbrückenbindungen zwischen Primer und
DNA-Einzelstrang, wohingegen zu niedrige Temperaturen unspezifische Primeranla-
gerungen mit sich bringen können. Mittels der durchgeführten Temperaturgradien-
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Abbildung 4.1: Primer-Annealing und Amplifikation
ten wurden optimale Bedingungen für eine spezifische Primeranlagerung gewährleis-
tet.
Des Weiteren ist die Effizienz der PCR-Reaktion im entscheidenden Maße von der
gewählten Zyklenzahl, der zu replizierenden Fragmentlänge, dem zu amplifizierenden
Fragment selber und der Herkunft der cDNA abhängig.
Wird die von den Primern umspannte Fragmentlänge zu groß gewählt, kann die
Effizienz der Reaktion leiden. Die in dieser Arbeit gewählten Fragmentlängen der
zu synthetisierenden DNA-Produkte liegen fast alle im Bereich von 240 bis 620 bp,
womit von einer sicheren Amplifikation ausgegangen werden kann. Lediglich zwei
Primerpaare (LGR 4/2 und LGR 5) umfassen Bereiche, die 720 bzw. 820 bp lang
sind. Die höheren Fragmentlängen taten in diesen Fällen der Effizienz der Reaktion
keinen Abbruch.
Sowohl eine zu gering als auch eine zu hoch gewählte Zyklenzahl kann die semiquan-
titative Auswertbarkeit einer PCR-Reaktion beeinflussen. Eine zu gering gewählte
Zyklenzahl beeinträchtigt die Qualitität der quantitativen Aussage, da die entstande-
ne Produktmenge am Ende der Reaktion möglicherweise nicht groß genug ist. Beim
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Durchlaufen einer zu hohen Zyklenzahl hingegen nimmt die Effizienz der Reaktion
durch den Verbrauch der dNTPs und der Taq-Polymerase sowie durch die Zunahme
des Reaktionsprodukts so stark ab, dass die Reaktion in den Bereich der Sättigung
gelangt. Dies wiederum macht einen semiquantitativen Vergleich unmöglich.
Die LGR-RT-PCR-Reaktionen wurden alle bei einer Zyklenzahl von 35, bzw. im
Zuge der Optimierung, von 40 Zyklen durchgeführt, so dass davon auszugehen ist,
dass auch eine geringe mRNA-Expression nachgewiesen werden konnte.
4.1.1.2 Real-time PCR
Basierend auf den im Internet veröffentlichten Publikationen von M. Hunt (Hunt,
2006) und M.W. Pfa (Pfa, 2004) wird hier kurz die Real-time PCR-Reaktion in
ihren Grundzügen dargestellt.
Die DNA-Detektion beruht bei der Real-time PCR auf Fluoreszenzmessungen, die
während eines jeden PCR-Zyklus durchgeführt werden. Die Messung der Fluores-
zenz findet dabei am Ende einer jeden Extension statt. Bei den hier vorliegenden
PCR-Läufen wurde bei 72°C gemessen, bzw. bei 84°C, wenn nicht zu elimierende
Primerdimere (s.u.) vorlagen, um die Messung nicht durch unspezifische Reaktions-
produkte zu verfälschen.
Die bei der Real-time PCR verwendeten Farbstoffe (in diesem Fall SYBR Green I)
binden recht spezifisch, aber sequenzunabhängig an doppelsträngige DNA, d.h. die
Zunahme der Produkte der target-DNA nach einem jeden durchlaufenen Zyklus kor-
reliert mit der Zunahme der Fluoreszenz. Der Nachteil der Verwendung derartiger
Farbstoffe liegt in der Sequenzunabhängigkeit der Anlagerung, d.h. auch Primer-
dimere und unspezifische Reaktionsprodukte führen zur Erhöhung der gemessenen
Fluoreszenz.
Um unspezifische Reaktionsprodukte und Primerdimere nachzuweisen, wurde zum
Einen nach der abgelaufenen PCR-Reaktion eine Schmelzkurvenanalyse durchge-
führt, mit der die Schmelzpunkte der entstandenen Produkte bestimmt wurden
(siehe Abbildung 4.2). Zum Anderen wurde an jede Real-time PCR-Reaktion eine
gelelektrophoretische Auftrennung der Proben angeschlossen, die Aufschluss über
die Fragmentlängen der einzelnen Produkte gab.
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Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die DNA mittels einer langsamen, kontinuierli-
chen Temperaturerhöhung (0,1°C/s) bis auf 95°C erneut aufgeschmolzen. Die vor-
handenen DNA-Doppelstränge denaturieren bei einer für die jeweilige Fragmentlän-
ge spezifischen Temperatur und der Farbstoff SYBR Green I wird wieder freigesetzt,
was in einer Abnahme der Fluoreszenz resultiert. Da die doppelsträngige DNA der
spezifischen PCR-Produkte einen höheren Schmelzpunkt hat als unspezfische Pri-
merdimere, ist es somit möglich, die unspezifischen von den spezifischen Produkten
zu unterscheiden. Über die Schmelzkurvenanalyse wurde auch eine Verunreinigung
der Proben ausgeschlossen, da alle durch das spezifische Primerpaar generierten
Fragmente die gleiche Länge haben und somit auch den gleichen Schmelzpunkt auf-
weisen.
Abbildung 4.2: Schmelzkurvenanalyse LGR 5 am humanen Endometrium
Am Ende des PCR-Laufs wird die Quantifizierung der DNA-Menge anhand der ge-
wonnenen Fluoreszenzsignale durchgeführt. Da die exakte Quantifizierung nur in
der exponentiellen Phase der Reaktion möglich ist (da hier die Effektivität der Re-
aktion gegen 2 geht), muss der Beginn der exponentiellen Phase der Reaktion be-
stimmt werden. Hierzu wurde der Cp-Wert (crossing point) ermittelt. Dieser Wert
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beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig signifikant über die Hin-
tergrundfluoreszenz ansteigt. Dieser Wert wird auch als Ct-Wert (threshold cycle =
Schwellenwertzyklus) bezeichnet. Durch die softwarevermittelte Bestimmung des
Ct-Werts einer jeden einzelnen Probe wurde sichergestellt, dass die Quantifizierung
in der exponentiellen Phase stattfand.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine relative Quantifizierung durchgeführt. Bei
dieser Methode wird ein Mengenvergleich zwischen dem Zielgen und einem weiteren
mitgemessenen Referenzgen durchgeführt.
Das Referenzgen sollte dabei folgende Eigenschaften haben:
 gleiche Anzahl an Kopien in allen Zellen,
 ubiquitäre Expression,
 einfache Detektion,
 von Vorteil ist ein ausgewogenes Verhältnis an Kopien/Zelle zwischen dem
Referenz- und dem Zielgen, da die Korrektur akkurater ist, und
 das entsprechende Referenzgen sollte sich unter den Versuchsbedingungen in
der Expression nicht verändern.
Für die hier durchgeführten Real-time RT-PCR-Läufe wurde als Referenzgen die 5-
Aminolävulinat-Synthetase (ALAS) verwendet. Die ALAS-mRNA wird konstant mit
etwa 500 Kopien pro Zelle exprimiert und ist als mitochondriales Enzym ubiquitär
vorhanden.
Die Vorteile dieser Art der Normalisierung liegen darin, dass die Varianz der Ex-
pressionsergebnisse reduziert wird, da Gewebeeffekte, unterschiedliche RNA-Präpa-
rationen und Fehler bei der Real-time RT-PCR innerhalb einer Probe gleichermaßen
das Zielgen und das verwendete Referenzgen betreffen. Bei den Berechnungen der
Expressionsunterschiede zwischen Ziel- und Referenzgen heben sich die individuel-
len Unterschiede auf und es ist eine exakte Quantifizierung der Zielgenexpression
möglich.
Die relative Quantifizierung wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der RelQuant
Software, Version 1.01 (Roche, Mannheim) durchgeführt. Die Berechnung erfolgt
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mit diesem Programm nach einem effizienzkorrigierten relativen Quantifizierungs-
modell. Dieses Modell basiert auf dem sogenannten ∆/∆-Ct-Modell, bei dem nach
der oben beschriebenen Normalisierung der Proben vom resultierenden ∆-Ct-Wert
(= Ct Zielgen  Ct Referenzgen) der ∆-Ct-Wert einer weiteren Kontrolle abgezogen
wird.
Nachteil des ∆/∆-Ct-Modells ist, dass eine optimale Effizienz der PCR-Reaktion
vorausgesetzt wird. In der Realität liegt die wahre Effizienz unter optimalen Bedin-
gungen allerdings nur bei etwa 1,7 bis 1,9  bei einer Schwankungsbreite von 1,5 bis
über 2,0.
Zur Effizienzkorrektur der hier durchgeführten Real-time RT-PCR-Reaktionen wur-
de die Effizienz der Reaktion mittels Verdünnungsreihen aus einem cDNA-Pool der
zu analysierenden endometrialen und decidualen Proben bestimmt. Je höher die
Verdünnung, desto höher wird auch der Ct-Wert der Proben, da die totale Menge
an amplifizierter cDNA und damit das Fluoreszenzsignal bei gleicher Zyklenzahl mit
steigender Verdünnung niedriger wird (siehe Abbildung 4.3). Idealerweise steigt der
Ct-Wert um 3,3 an  bei jedem Verdünnungsschritt um den Faktor 10.
Anschließend wurden zur Effizienzkorrektur die Ct-Werte der einzelnen Proben ge-
gen die jeweilige Verdünnungsstufe aufgetragen, um die sogenannte slope zu erhalten,
die ein Maß für die durchschnittliche Effizienz der Reaktion darstellt (siehe Abbil-
dung 4.4). Aus den Daten der Verdünnungsreihe berechnet die Software anschließend
den fit coefficient file (siehe Abbildung 4.4), der für die effizienzkorrigierte relative
Quantifizierungsmethode herangezogen wurde.
Für das verwendete Referenzgen ALAS wurde analog vorgegangen.
4.1.1.3 Northern Blotting
Das Northern Blotting dient der Größenbestimmung der mRNA und der Quantifi-
zierung der mRNA-Expression.
Für den hier durchgeführten RNA-Nachweis wurden DIG-UTP-markierte RNA-
Sonden eingesetzt. Diese sind sensitiver als DNA-Sonden, allerdings auch degra-
dationsanfälliger und etwas schlechter handhabbar als DNA-Sonden.
Die zu untersuchenden RNA-Proben wurden nach der Gelelektrophorese mittels ei-
nes Kapillarblots auf spezielle Nylonmembranen übertragen.
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Nylonmembranen eignen sich besonders gut für Northern Blots, da sie hydrophil,
temperaturbeständig und sehr reißfest sind. Die Nukleinsäuren, die durch eine UV-
Bestrahlung kovalent an die Membranen gebunden werden, haften sehr gut, so-
dass mehrere RNA-Nachweise (Hybridisierungen) nacheinander durchgeführt wer-
den können.
Aus der hohen Affinität und der Ladung der Nylonmembranen ergeben sich aller-
dings auch Nachteile: Es kann zu einem stärkeren Hintergrundsignal kommen, da
auch die Sonden u.U. unspezifisch gebunden werden. Durch sorgfältige Blockierung
der freien Bindungsstellen kann dieses Problem beseitigt werden.
Aus diesem Grund wurden im Rahmen der Etablierung der Hybridisierung die
verwendeten Membranen in ihrem ursprünglichen Zustand (ohne vorherigen RNA-
Transfer) dem Detektionsverfahren unterzogen, um evtl. vorhandene Hintergrund-
signale bereits im Voraus zu erkennen und die am besten geeignete Membran zu
wählen.
Um die Bindung der Sonden an die komplementären RNA-Sequenzen auf der Mem-
bran nachweisen zu können, werden die RNA-Sonden an Reporter gekoppelt. Für die
Abbildung 4.3: Verdünnungsreihe aus der Decidua-cDNA für den ALAS fit
coefficient file
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Abbildung 4.4: ALAS fit coefficient file aus der Verdünnungsreihe der
Decidua-cDNA
Abbildung 4.5: Schritte des Northern Blots mit anschließender Hybridisierung
hier durchgeführten Hybridisierungen wurden die LGR-antisense Transkripte mit
Digoxigenin  einem Hapten  markiert. Das Digoxigenin wird durch einen Antikör-
per erkannt, an den ein Enzym gekoppelt ist (Anti-DIG-Alkalische Phosphatase).
Die Alkalische Phosphatase setzt dabei eine zugegebene chromogene Substanz um
und bewirkt, dass der Farbstoff kovalent im Gewebe gebunden bleibt. Dieser kann
anschließend unter Einsatz von Röntgenfilmen visualisiert werden. Diese Methode
erreicht die Effektivität radioaktiver Markierungen.
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4.1.2 Immunhistochemie
Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf einer Antigen-Antikörperbindung,
die im Idealfall hochspezifisch ist. Die verwendeten Antikörper binden dabei an
die antigenen Determinanten spezifischer Proteine (hier der LGR-Rezeptoren), die
als Epitope bezeichnet werden. Es werden generell polyklonale und monoklonale
Antikörper unterschieden (siehe Abbildung 4.6).
Polyklonale Antikörper zeichnen sich dadurch aus, dass sie ein Antikörpergemisch
unterschiedlicher Plasmazellen sind und sich gegen mehrere unterschiedliche Epitope
eines Antigens richten. Monoklonale Antikörper hingegen sind Klone einer Plasma-
zelllinie und richten sich hochspezifisch nur gegen ein spezielles Epitop des Antigens.
Abbildung 4.6: Monoklonale und polyklonale Antikörper
Die für die Immunhistochemie verwendeten Antikörper werden, ähnlich wie die oben
beschriebenen Sonden, zur Hybridisierung mit einem Detektionssystem gekoppelt,
um die Reaktion sichtbar zu machen (siehe Abbildung 4.7).
Das hier eingesetzte HistostainPlus Broad Spectrum-Kit (Zymed Laboratories, San
Fransisco, CA, USA) arbeitet nach dem Prinzip der indirekten Immundetektion
und enthält einen biotinylierten Sekundärantikörper, der mit Primärantikörpern
aus Mäusen, Kaninchen, Ratten und Meerschweinchen reagiert. Über die Bioti-
nylierung des Sekundärantikörpers kann das nachfolgend zugegebene Streptavidin-
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Abbildung 4.7: direkte und indirekte Immundetektion
Peroxidasekonjugat mit hoher Affinität gebunden werden.
Die Biotin-Streptavidinbindung ist eine der stärksten bekannten, nicht kovalenten
Bindungen. Streptavidin hat seinen isoelektrischen Punkt im neutralen Bereich,
weist damit eine geringe Gesamtladung auf und geht somit selten unspezifische
Bindungen ein. Zudem besitzt Streptavidin keinen Kohlenhydratanteil und bindet
deshalb nicht unspezifisch an Kohlenhydratrezeptoren.
Nach Ausbildung einer spezifischen Primär-/Sekundär-Antikörperbindung und An-
koppelung des Streptavidin-Peroxidasekonjugats findet unter Zugabe einer chromo-
genen Substanz (in diesem Fall Aminoethylcarbazol = AEC) eine durch die Per-
oxidase katalysierte Farbreaktion statt. Als Ergebnis erhält man eine spezifische
Anfärbung an den Gewebestellen, an denen der Primärantikörper gebunden ist, also
genau dort, wo sich die zu detektierenden Proteine befinden.
Ein generelles Problem der immunhistochemischen Reaktionen ist die Tatsache, dass
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Antikörper auf Grund ihrer Struktur und Ladungsverteilung während der Reakti-
on nicht ausschließlich spezifisch an die antigenen Determinanten der Zielproteine
binden. Um unspezifische Anlagerungen zu vermeiden, wurden die Schnitte vor der
Antikörperinkubation geblockt. Darunter versteht man eine Sättigung der Schnitte
mit Proteinen, die unspezifische Bindungsstellen blockieren. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurde für die Blockierung das im Kit enthaltene Blockierreagenz (v.a. Albumin)
verwendet.
Für den verwendeten LGR 7-Antikörper (ab12715) wurde zudem versucht mit key-
hole limpet hemocyanin (KLH) vorzubehandeln, um die Spezifität der Bindung zu
steigern. KLH ist ein häufig eingesetztes Carrierprotein, dass auf Grund seiner hohen
Molekülmasse und seiner Herkunft aus einem Nicht-Säugetier stark antigen wirkt.
Das KLH bindet dabei sowohl an das zu untersuchende Protein als auch an den
Antikörper, der vor der Verwendung mit KLH abgesättigt wurde, um kreuzreagie-
rende Komponenten zu eliminieren. Mittels dieser spezifischen Blockierung wurden
in dieser Arbeit bessere Ergebnisse für die LGR 7-Reaktion erzielt.
Da es nicht gelang, spezifische, glaubwürdige LGR 4-Proteinfärbungen mittels der
hier durchgeführten immunhistochemischen Reaktionen zu erzielen, wurde versucht,
das antigen retrieval (AR) durch eine Variation der Vorbehandlung (Kochen im
Dampfdrucktopf anstatt in der Mikrowelle) zu verbessern. Insbesondere durch die
Formalinfixierung kommt es zu einer Maskierung der zu detektierenden Proteine,
die z.B. durch Erhitzen der Schnitte wieder demaskiert werden können. Durch das
Kochen der Schnitte in Citratpuffer im Dampfdrucktopf unter hohem Druck werden
höhere Temperaturen erreicht, was in vielen Fällen zu einer Verbesserung des AR
führt (Pileri et al., 1997).
Diese Vorbehandlung erzielte allerdings nicht den erwünschten Erfolg, die Reaktio-
nen blieben nach wie vor fragwürdig.
4.1.2.1 Die LGR 4-, LGR 5-, LGR 7- und LGR 8-Antikörper
Der für die LGR 4-Immunreaktionen verwendete Antikörper der Firma Lifespan
Biosciences ist ein polyklonaler Antikörper aus dem Kaninchen, der an eine Ami-
nosäuresequenz in der ersten extrazellulären Schleife des LGR 4-Rezeptorproteins
bindet.
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Nach Herstellerangaben erfolgte vor der Immunisierung des Kaninchens mit dem
spezifischen, synthetisch hergestellten Peptid eine Konjugation mit KLH, einem
stark antigen wirkenden Carrierprotein, um die entsprechende Immunreaktion des
Kaninchens zu steigern. Die anschließend gewonnenen Sera der Kaninchen mit den
darin enthaltenen polyklonalen Antikörpern wurden nach Herstellerangaben mehr-
fach auf Spezifität und Funktionalität für die Verwendung in der Immunhistochemie
geprüft.
Trotz verschiedener Vorbehandlungen konnten im Rahmen dieser Arbeit mit diesem
Antikörper keine überzeugenden und reproduzierbaren Ergebnisse gewonnen werden.
Es muss davon ausgegangen werden, dass der verwendete LGR 4-Antikörper nicht
spezifisch an die antigenen Determinanten des LGR 4-Rezeptors bindet, der Grund
hierfür ist unklar.
Der für die LGR 5-Immunreaktionen an der humanen Decidua verwendete polyklo-
nale Kaninchen-LGR 5-Antikörper bindet spezifisch an die C-terminalen Domänen
des humanen LGR 5. Der  ebenso von McClanahan et al. (McClanahan et al., 2006)
verwendete  Antikörper zeigte glaubwürdige und spezifische Anfärbungen.
Für die LGR 7-Immunreaktion sind unterschiedliche Antikörper im Rahmen dieser
Arbeit getestet worden.
Zunächst wurde versucht, mit einem Antikörper der Firma Phoenix Pharmaceuticals
(H-001-53) zu arbeiten. Dieser polyklonale Kaninchenantikörper richtet sich gegen
die intrazellulären, C-terminalen Bereiche (AS 735-757) des humanen Relaxinre-
zeptors. Unter Verwendung dieses Antikörpers konnten keine reproduzierbaren und
spezifischen Ergebnisse am humanen Endometrium erzielt werden.
Der Grund für diese fehlende Spezifität und die hohe Hintergrundfärbung ist unklar.
Im Weiteren Verlauf wurden zwei polyklonale Kaninchen-IgG-Antikörper der Firma
Abcam gegen den humanen Relaxinrezeptor getestet und miteinander verglichen.
Der Antikörper ab12714 richtet sich gegen den extrazellulären N-terminalen Be-
reich, der Antikörper ab12715 gegen den intrazellulären C-terminalen Bereich des
humanen Relaxinrezeptors LGR 7.
Im Vergleich der beiden Antikörper zeigte sich, dass sie dieselben Zelltypen anfärben,
die Färbungen durch den Antikörper ab12715 aber deutlich intensiver waren. Die-
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ser Antikörper wurde im Weiteren für die Versuche an den endometrialen Schnitten
über den Zyklus verwendet.
Für die Immundoppelmarkierungen wurde ebenfalls der polyklonale LGR 7-Anti-
körper der Firma Abcam (ab12715) aus dem Kaninchen in einer Verdünnung von
1:100 verwendet.
Die zweite Markierung der Deciduaproben erfolgte mit einem cluster of differentia-
tion (CD45)-Antikörper. Das CD45-Antigen ist ein immunphänotypisches Oberflä-
chenmerkmal, anhand dessen sich Zellen zu bestimmten Gruppen zuordnen lassen.
Beim CD45 leucocyte common antigen handelt es sich um eine Tyrosinphosphatase,
die von fast allen nukleären hämatopoetischen Zellen exprimiert wird. Der verwen-
dete Antikörper gegen CD45 (Klon 2B11 + PD7/26) der Firma Dako Diagnostica
ist ein Gemisch aus zwei monoklonalen Antikörpern der Maus, die unterschiedliche
Epitope der CD-Moleküle erkennen. Der 2B11 Klon richtet sich gegen alle CD45-
Moleküle und wird insbesondere in der Diagnostik von Lymphomen und Leukämien
eingesetzt. Der PD7/26 Klon erkennt hingegen spezifisch bestimmte Isoformen des
CD45-Oberflächenmerkmals auf peripheren Leukozyten. Beide Klone binden an die
intrazellulären Bereiche der CD45-Moleküle, die als Tyrosinphosphatasen fungieren.
Bei dem verwendeten LGR 8-Antikörper handelt es sich um einen käuflich erwor-
benen polyklonalen Kaninchenantikörper der Firma Phoenix Pharmaceuticals. Der
IgG-Antikörper erkennt eine Sequenz im intrazellulären C-terminalen Bereich des
humanen INSL3-Rezeptors (AS 737754).
Es gelang im Rahmen dieser Arbeit unter Verwendung des kommerziellen Antikör-
pers nicht, spezifische und eindeutige Proteinexpressionsdaten des INSL3-Rezeptors
zu erlangen. Vielmehr zeigte sich an den endometrialen Proben eine höhergradig
unspezifische Färbung aller Zellkomponenten der stromalen und epithelialen Zel-
len. Diese Färbung erscheint dabei nicht nur vor dem Hintergrund einer fehlenden
LGR 8-mRNA-Expression im humanen Endometrium als äußerst fragwürdig.
Auch in decidualen Gewebeproben, die eine schwache LGR 8 mRNA-Expression
zeigten, gelang es nicht, eine spezifische Färbung zu erzeugen.
Dass bisher der LGR 8-Proteinachweis keiner Arbeitsgruppe gelungen ist, suggeriert,
dass die bis dato generierten käuflichen Antikörper sich wahrscheinlich nicht eignen.
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4.2 Die Expression der Glykoproteinrezeptoren im humanen
Reproduktionstrakt
Bis heute ist die mRNA- und Proteinexpression der ebenfalls zur Familie der LGRs
zugehörigen Glykoproteinrezeptoren LHR und FSHR sowie die Expression des Go-
nadotropinrezeptors GnRHR im humanen Reproduktionstrakt nicht abschließend
geklärt. Deshalb wurde zunächst versucht, die mRNAs der oben genannten Rezep-
toren mittels semiquantitativer RT-PCR darzustellen.
Da sich die Aufamplifizierung der Glykoproteinrezeptor-cDNA als sehr schwierig er-
wies und zunächst keine in der Gelelektrophorese sichtbaren Produkte zu erzielen
waren, wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht, die PCR-Reaktionen zu optimie-
ren.
Weder die Optimierung der Temperatur für die Primeranlagerung noch die Erhöhung
der Menge der eingesetzten forward - und reverse-Primer von 10 pmol auf 20 pmol
pro Reaktion, um die Anlagerung der spezifischen Primer an die Einzelstränge zu
verbessern, brachte jedoch den gewünschten Erfolg.
Weiterhin wurde die eingesetzte Substratmenge verdoppelt, um eine erhöhte Aus-
gangskonzentration der target-cDNA herzustellen. Unter der Annahme, die Zyklen-
zahl eventuell zu gering gewählt und damit eine nicht sicher quantifizierbare Menge
an Amplifikat erhalten zu haben, wurde die Zyklenzahl um fünf erhöht. Auch diese
Maßnahmen verbesserten die Reaktion nicht wesentlich.
Über Mg2+ ist bekannt, dass es die PCR-Reaktion durch eine Verbesserung der
Stabilität der Primer-Matrizenbindung und Erhöhung der Enzymaktivität verbes-
sert. Beim Glykoproteinrezeptor GnRHR-II wurde zur Optimierung deshalb ein Kit
von Invitrogen verwendet, bei dem das Magnesiumchlorid nicht direkt in der Stan-
dardkonzentration von 1,5 mM im Reaktionspuffer enthalten ist. Somit konnte die
MgCl2-Konzentration unabhängig von der Puffermenge variiert und optimiert wer-
den. Dennoch gelang es mittels der RT-PCR nicht, eine eindeutige und sicher repro-
duzierbare Expression darzustellen.
Zum Nachweis der FSHR-cDNA wurden zwei verschiedene Primerpaare (siehe Ta-
belle 2.3) verwendet. Mit einem Primerpaar (FSHR) gelang es, eine schwache Pro-
duktbande im humanen Ovar und Testis nachzuweisen, die sich aber ebenfalls als
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unspezifisch in Form von Doppelbanden zeigte.
Der andere verwendete Primer wurde an entsprechenden Plasmiden mit FSHR-
Sequenz getestet. Für das FSHR 19 Primerpaar zeigte sich eine deutliche, mittels
semiquantitativer RT-PCR darstellbare Bande, so dass davon ausgegangen werden
kann, dass das Primerpaar prinzipiell zur Ampflikation der FSHR-cDNA geeignet,
jedoch eventuell weniger sensitiv ist.
Die hier gewonnenen Ergebnisse stehen imWiderspruch zu Ergebnissen von Zheng et
al. (Zheng et al., 1996), Oktay et al. (Oktay et al., 1997) und Parrott et al. (Parrott
et al., 2001), die mittels semiquantitativer RT-PCR und in situ Hybridisierungen
eine FSHR-mRNA-Expression in ovariellen Epithelzellen und reifenden Follikeln des
Menschen nachweisen konnten. Zumindest Oktay et al. griffen dabei allerdings auf
die Methodik der nested PCR zurück, was darauf hindeutet, dass sich auch hier Pro-
bleme in der Darstellbarkeit der Expression des Rezeptors auf Grund zu geringer
Mengen aufamplifizierter cDNA ergaben.
Wie sowohl von Heckert und Grieswold (Heckert und Griswold, 1993) als auch von
Kliesch et al. (Kliesch et al., 1992) gezeigt, unterliegt der ovarielle FSHR-mRNA-
Spiegel zumindest bei Nagetieren signifikanten, zyklusbedingten Schwankungen und
der FSHR wird in den Ovarien von Hamstern durch die Anwesenheit des Liganden
FSH herunterreguliert (Zhang und Roy, 2004). In adulten Ovarien von Schweinen
wird der FSH-Rezeptor reifeabhänig reguliert (Liu et al., 1998a). Eventuell sind
zyklusbedingte Schwankungen oder das Alter der Gewebespenderin Ursache für den
hier gescheiterten Nachweis der FSHR-mRNA im humanen Ovar.
Auch im männlichen Reproduktionstrakt von Menschen und Nagetieren wurde so-
wohl die FSHR-mRNA als auch das Rezeptorprotein in der Vergangenheit von eini-
gen Arbeitsgruppen nachgewiesen (Kliesch et al., 1992; Heckert und Griswold, 1993;
Böckers et al., 1994; Dankbar et al., 1995; Baccetti et al., 1998). Die Ergebnisse
von Dankbar et al. (Dankbar et al., 1995) weisen darauf hin, dass die Expression
der FSHR-mRNA im Hoden des Menschen deutlich geringer ist als in testikulären
Zellen anderer Spezies, wie z.B. Affen. Diese Arbeitsgruppe wies die FSHR-mRNA
im humanen Hoden mittels eines ribonuclease protection assays nach, einer hoch-
sensitiven Methodik, mit der auch sehr geringe RNA-Mengen nachgewiesen werden
können. Im Hoden von Ratten fanden sich wiederum signifikante Schwankungen
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in der FSHR-mRNA-Expression über den Zyklus des Epithels der Samenkanälchen
(Kliesch et al., 1992; Heckert und Griswold, 1993).
Es muss folglich davon ausgegangen werden, dass die FSHR-mRNA-Expression 
trotz nachgewiesener Wirkung des Hormons  im Ovar und Testis äußerst gering
und über den Zyklus in ihrer Stärke schwankend ist. Zudem kann angenommen
werden, dass die hier verwendeten Primer teilweise nicht geeignet sind. Des Weiteren
wurde gekaufte RNA verwendet, das Alter der Gewebespender ist somit unbekannt.
Insbesondere bei der ovariellen RNA könnte dieser Faktor eine Rolle spielen, da das
Ovar möglicherweise nicht mehr funktionell war und somit nur noch geringe Mengen
des FSH-Rezeptors exprimiert.
Für den Nachweis der LHR-mRNA-Expression wurden unterschiedliche Primerpaa-
re (siehe Tabelle 2.3) generiert, mit denen sich allerdings sowohl am humanen Hoden
als auch am Ovar die erwarteten Produkte mittels semiquantitativer RT-PCR nicht
darstellen ließen. Für zwei Primerpaare (LHR 110 und LHR 811) ließ sich ein
methodisches Problem ausschließen, da die PCR-Testläufe an den entsprechenden
Plasmiden positiv verliefen. Lediglich für das dritte Primerpaar (LHR) kann ein
methodisches Problem angenommen werden, da sich auch unter Einsatz des ent-
sprechenden Plasmids keine Banden darstellen ließen. Erst unter Verwendung der
beiden von Venencie et al. (Venencie et al., 1999) publizierten Primerpaare Milgrom
1 und 2 ließ sich nach der oben beschriebenen Optimierung der PCR-Reaktion ei-
ne reproduzierbare mRNA-Expression an den beiden Testgeweben Testis und Ovar
nachweisen.
Unter Verwendung dieser beiden Primerpaare wurde im Rahmen dieser Arbeit ver-
sucht, eine LHR-mRNA-Expression im humanen Endometrium nachzuweisen. Hier-
zu wurden vier endometriale Proben aus den unterschiedlichen Zyklusphasen exem-
plarisch auf eine LHR-mRNA-Expression untersucht. Dabei gelang es lediglich bei
einer endometrialen Probe vom 10. Zyklustag eine schwache Expression darzulegen.
Da sich auch in der Literatur die LHR-mRNA- und Proteinexpression im huma-
nen Endometrium uneindeutig darstellt (Reshef et al., 1990; Stewart et al., 1999),
muss zum heutigen Zeitpunkt davon ausgegangen werden, dass die Expression der
LH-Rezeptor-mRNA im humanen Endometrium entweder so schwach ist, dass die
Sensitivität der semiquantitativen RT-PCR nicht ausreicht, oder sich die Expression
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eventuell auf Splicevarianten beschränkt (Stewart et al., 1999). Ein methodisches
Problem der hier durchgeführten jeweiligen PCR-Läufe konnte durch die verwende-
ten Positivkontrollen ausgeschlossen werden.
Auch die mRNA-Expression des Gonadotropinrezeptors GnRHR-I wurde im Rah-
men dieser Arbeit untersucht. Zunächst wurde versucht, eine sicher reproduzierbare
GnRHR-I-mRNA-Expression an bekannten Positivkontrollgeweben wie dem Ovar
(Minaretzis et al., 1995; Peng et al., 2004; Choi et al., 2006), der Plazenta (Lint
et al., 1995; Chou et al., 2003), dem physiologischen und malignen Brustgewebe
(Kottler et al., 1997) und den Brustkrebszelllinien T47D und MCF-7 (Mangia et al.,
2002; Sedgley et al., 2006) darzustellen.
Mittels der selbstgenerierten Primerpaare misslang dies jedoch. Lediglich unter Ver-
wendung des Literaturprimers (Kottler et al., 1997) gelang es, eine Bande der er-
warteten Größe an T47D-Zellen und dem humanen Ovar zu zeigen. Weshalb eine
Darstellung der GnRHR-I-mRNA-Expression an der humanen Plazenta und der
MCF-7-Zelllinie nicht möglich war, ist unklar. Allerdings scheiterten Mullen et al.
(Mullen et al., 1993) ebenfalls daran, spezifische Bindungsstellen für GnRH-Ago-
nisten an der Zelllinie MCF-7 nachzuweisen. Die RNA-Integrität der verwendeten
Proben wurde im Vorhinein mit housekeeping-Genen überprüft, so dass eine man-
gelnde Qualität der RNA als Ursache für die fehlende Darstellbarkeit der Expression
nicht angenommen werden kann. Eventuell kann ein Grund in einer zu geringen oder
fehlenden GnRHR-I-mRNA-Expression in diesen Geweben gesehen werden und eine
Darstellung gelänge eventuell unter Verwendung der nested RT-PCR, die allerdings
im Rahmen dieser Arbeit nicht versucht wurde.
Für die selbstgenerierten Primer muss angenommen werden, dass die Primereffizienz
zu gering war und somit ein methodisches Problem vorlag.
Nachdem sich bereits die Effizienz und Optimierung der GnRHR-I-PCR-Reaktion
an den Testgeweben als äußerst schwierig herausgestellt hat, wurde auf Erhebung
von Daten zur endometrialen GnRHR-I-mRNA-Expression verzichtet, da auch hier-
über in der Literatur unterschiedliche Angaben existieren (Ikeda et al., 1997; Raga
et al., 1998; Yue et al., 2006). Dies deutet darauf hin, dass die Darstellbarkeit der
Expression an endometrialen Geweben ebenfalls äußerst schwierig ist, was u.U. auf
die äußerst niedrige Expressionsstärke zurückzuführen ist.
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Bis heute existieren über einen zweiten, spezifischen GnRH-Rezeptor, an den eine
als chicken-GnRH bzw. GnRH-II bezeichnete Unterform des hypophysären GnRH-
Dekapeptids binden soll, beim Menschen unterschiedliche Ergebnisse (Gründker
et al., 2002; Cheng und Leung, 2005; Metallinou et al., 2007). Im Rahmen dieser
Arbeit wurde ein Primer generiert, der komplementär zur vermeintlichen, auf Chro-
mosom 1q12 gefundenen (reviewed in Cheng und Leung, 2005), humanen GnRHR-II-
Sequenz ist. Mittels dieses Primers gelang es, Banden der erwarteten Größe an Pro-
ben der humanen Plazenta und der endometrialen Karzinomzelllinie Hec1a zu zeigen.
Allerdings war die Reproduzierbarkeit und Spezifität dieser RT-PCR-Reaktion nicht
optimal. Aufwendige Optimierungsversuche (siehe Kapitel 4.1.1.1) führten nicht zu
einer signifikanten Verbesserung der Reaktion.
Zusammenfassend muss gesagt werden, dass bereits die Darstellung der Glyko-
proteinrezeptor-mRNA-Expression an den Kontrollgeweben sehr schwierig war und
großteilig  auch nach zahlreichen Optimierungsversuchen der RT-PCR-Reaktion 
aus noch nicht abschließend geklärten Gründen nicht eindeutig und reproduzierbar
gelang. Zum Einen handelt es sich, wie die Literaturdaten zeigen, um ein schwieri-
ges template und somit einen schwierigen cDNA-Hintergrund, zum Anderen muss
davon ausgegangen werden, dass die Rezeptorexpression niedrig ist. Darüber hinaus
kann vermutet werden, dass zumindest teilweise die Primereffizienz nicht ausreichte
oder die gekaufte RNA eventuell nicht geeignet war. Vor diesem Hintergrund wur-
de in dieser Arbeit die mRNA-Expression der Glykoproteinrezeptoren in humanem
Endometrium und Decidua nicht weiter verfolgt.
4.3 Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Die LGR 4-Expression im humanen, weiblichen Reproduktionstrakt
Im Rahmen dieser Arbeit ist erstmalig die endometriale LGR 4-mRNA-Expression
untersucht worden, da über das Expressionsmuster und die Funktion dieses Rezep-
tors, der den Glykoproteinrezeptoren ähnelt, bis heute im weiblichen Reprodukti-
onstrakt wenig bekannt ist.
In der vorliegenden Arbeit konnte eine konstitutive LGR 4-mRNA-Expression im
Endometrium über den kompletten weiblichen Zyklus mittels semiquantitativer RT-
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PCR gezeigt werden. Diese semiquantitativen Daten wurden durch Real-time RT-
PCR-Ergebnisse  durchgeführt mit einem zweiten Primerpaar  bestätigt. Ebenso
gelang es, mittels Northern Hybridisierung die LGR 4-mRNA exemplarisch im En-
dometrium nachzuweisen.
Der zweifelsfreie immunhistochemische Nachweis des LGR 4-Rezeptorproteins in hu-
manem Endometrium und Decidua konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht erbracht
werden. Mit dem verwendeten polyklonalen Anti-LGR 4-Antikörper der Firma Life-
span Biosciences konnten keine biologisch plausiblen Ergebnisse erzielt werden.
Trotz der Vorbehandlung der Gewebeschnitte mit Citratpuffer in der Mikrowelle
bzw. im Dampfdrucktopf, welche die Antigenität wieder herstellt, war keine spezifi-
sche Antikörperbindung zu erzielen. Die gleichmäßige Anfärbung aller Zellkomparti-
mente inklusive des Zellkerns und eine starke generelle Hintergrundfärbung trat bei
allen Vorbehandlungsversuchen sowie auch ohne Vorbehandlung auf. Insbesondere
die Anfärbung des Zellkerns erscheint suspekt, da G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
membranständig sind und somit nur eine Anfärbung der Membran und des Zyto-
plasmas zu erwarten ist.
Mit dem käuflich zu erwerbenden Antikörper konnte der immunhistochemische Nach-
weis des LGR 4-Proteins im humanen Endometrium und in der humanen Decidua
nicht erbracht werden. Die Lokalisierung der LGR 4-Proteinexpression steht somit
noch aus.
Im Gesamtkompartiment des Endometriums unterliegt die LGR 4-mRNA-Expres-
sion keiner offensichtlichen Regulation durch Östrogene oder Progesteron. Um eine
Regulation in den einzelnen Kompartimenten bzw. einzelnen Zellengruppen auszu-
schließen und über die Lokalisation der Expression detailliertere Aussagen machen
zu können, wurde die LGR 4-mRNA-Expression im Folgenden an getrennten  und
anschließend kultivierten  Zellen (Epithel und Stroma) des humanen Endometri-
ums untersucht. Beide Kompartimente exprimierten die LGR 4-mRNA. Auch hier
zeigte sich keine Regulation der LGR 4-mRNA-Expression: Weder die Zugabe von
17ß-Östradiol (E) noch von Medroxyprogesteronacetat (MPA) zu den Zellkulturen
bewirkte eine signifikante Expressionsänderung der LGR 4-mRNA.
Somit kann davon ausgegangen werden, dass die LGR 4-mRNA sowohl in den epi-
thelialen als auch in den stromalen Zellen des Endometriums gleichmäßig exprimiert
wird und keiner Regulation durch Steroidhormone unterliegt.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde auch eine myometriale LGR 4-mRNA-Expression
nachgewiesen, die vermuten lässt, dass der Rezeptor und sein bis heute unbekannter
Ligand spezifische Funktionen an der uterinen Muskulatur ausüben bzw. eventuell
auch für den endometrial-myometrialen Dialog von Bedeutung sein könnten.
Weiterhin wurde die Decidua, welche sich während der zweiten Hälfte der Lute-
alphase und der Gravidität aus dem Endometrium entwickelt, auf eine LGR 4-
mRNA-Expression untersucht. Für die Studie wurden deciduale cDNA-Proben aus
dem ersten und zweiten Trimester verwendet. Via Real-time RT-PCR konnte ge-
zeigt werden, dass sich zu Beginn des zweiten Trimesters eine signifikant gesteigerte
LGR 4-mRNA-Rezeptorexpression findet, die zur Mitte des zweiten Trimesters wie-
der abfällt.
Genau zu dieser Zeit beginnt in der Plazenta die Perfusion des intervillösen Raums
mit maternalem Blut. Die zeitliche Koinzidenz der Ereignisse lässt vermuten, dass
der LGR 4 eventuell eine Rolle bei der Ausdifferenzierung der Decidua während
dieser Phase spielt.
Auch in der reifen Plazenta konnte die LGR 4-mRNA nachgewiesen werden. Die vor-
liegenden Expressionsergebnisse decken sich mit den Resultaten von Loh et al. (Loh
et al., 2001), die eine plazentäre LGR 4-mRNA-Expression mittels Northern Hybri-
disierung nachwiesen. Somit findet sich der LGR 4 nicht nur in den mütterlichen
sondern auch in den kindlichen Anteilen der Plazenta.
Der hier erbrachte Nachweis der LGR 4-mRNA-Expression im humanen graviden
und nicht-graviden Uterus legt nahe, dass der LGR 4 im weiblichen Zyklus bezüglich
der endometrialen Differenzierung bzw. der endometrial-myometrialen Interaktion
spezifische Funktionen erfüllt.
Zudem kann auf Grund der Ergebnisse dieser Arbeit vermutet werden, dass das
LGR 4-System während der Schwangerschaft sowohl auf den Uterus als auch auf die
Plazenta einwirkt.
Mazerbourg et al. (Mazerbourg et al., 2004) postulieren, dass der LGR 4 bei Mäusen
für das perinatale Überleben und für das prä- und postnatale Wachstum eine Rolle
spielt. Nach Kreuzungen von für das LGR 4-Gen heterozygoten Mäusen (+/−) zeig-
te der erwartete Anteil der heterozygoten (LGR 4 +/−) und homozygoten (LGR 4
−/−) neugeborenen Mäuse dieser Arbeitsgruppe sowohl eine deutliche intrauterine
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Wachstumsverzögerung als auch eine deutlich erhöhte, geschlechtsunabhängige pe-
rinatale Letalität. Da sowohl die Elterntiere als auch die Föten heterozygot bzw.
homozygot für das LGR 4-Gen waren, kann zum heutigen Zeitpunkt nicht gesagt
werden, ob die perinatale Letalität auf ein mütterliches  d.h. deciduales Problem 
oder auf ein kindliches  also plazentäres Problem  zurückzuführen ist.
Der LGR 4 −/− Phänotyp ähnelte dem Phänotyp, wie er bei Defekten des Signal-
transduktionswegs des Insulin-ähnlichen Wachstumsfaktors(IGF)-I auftritt. Über
IGF-I ist bekannt, dass dieser Faktor essentiell für die intrauterine Größenentwick-
lung ist (Liu et al., 1998b) und Defekte des IGF-I Signaltransduktionswegs beim
Menschen mit intrauteriner Wachstumshemmung (IUGR) assoziiert sind (Kanaka-
Gantenbein et al., 2003; Schröder, 2003). Zunächst wurde angenommen, dass IGF-I
und das LGR 4-System im engen Zusammenhang bezüglich der auftretenden Abnor-
malitäten der LGR 4 −/− Mäuse stehen. Allerdings zeigten sich keine unterschiedli-
chen Expressionsniveaus von IGF-I zwischen den Wildtyp- und den LGR 4-knock-out
Mäusen. Somit muss davon ausgegangen werden, dass das LGR 4-System über bis
heute noch unbekannte Wege das intrauterine Wachstum beeinflusst und weitere Un-
tersuchungen notwendig sind, um die Ursachen, die zur intrauterinen Wachstums-
hemmung führen, aufzuklären. IUGR wird bis heute mit pränatalen Infektionen,
genetischen Faktoren, uteroplazentären Mangelfunktionen und mütterlichen Erkran-
kungen assoziiert; allerdings sind bis heute noch rund 40 % der auftretenden Fälle
ungeklärt (Wollmann, 1998).
Neuste Studien von Song et al. zeigen, dass die Inaktivierung des LGR 4-Rezeptors
die definitive Erythropoese in der fetalen Mäuseleber im mittleren Drittel der Träch-
tigkeit stark reduziert (Song et al., 2008). Die Föten zeigten eine reduzierte Men-
ge an α- und β-Hämoglobinketten sowie eine deutliche Wachstumsminderung. Das
verminderte pränatale Wachstum der LGR 4 knock-out Mäuse der Mazerbourg-
Arbeitsgruppe könnte somit eventuell auf eine verminderte definitive Erythropoese
zurückzuführen sein.
In Bezug auf die intrauterine Wachstumshemmung könnte sich somit in der Zukunft
das LGR 4-Rezeptorsystem als interessanter Ansatzpunkt herausstellen.
Die wenigen überlebenden LGR 4 −/− Mäuse der Mazerbourg Arbeitsgruppe er-
wiesen sich als infertil. Die Männchen hatten geschwollene Testes, weibliche Tiere
zeigten einen vergrößerten Uterus. Somit kann davon ausgegangen werden, dass der
103
4 DISKUSSION
LGR 4 in die Ausbildung, Differenzierung und Funktion sowohl des männlichen als
auch des weiblichen Reproduktionstrakts eingreift.
Um in Zukunft detailliertere Aussagen über die Funktion des LGR 4-Rezeptors in
humanem Endometrium, Decidua und Plazenta tätigen zu können, müssten zunächst
mögliche Signaltransduktionswege näher beleuchtet werden und v.a. der Ligand für
diesen Rezeptor gefunden werden.
4.3.2 Die LGR 5-Expression im humanen, weiblichen Reproduktionstrakt
Da über die Expression des LGR 5-Rezeptors v.a. im Reproduktionstrakt bisher
sehr wenige Daten existieren, wurde im Rahmen dieser Arbeit die Expression des
Rezeptors im humanen, weiblichen Reproduktionstrakt untersucht.
Mit Real-time und semiquantitativer RT-PCR-Technik wurden zwei Endometrium
cDNA-Probenbanken untersucht und es konnte gezeigt werden, dass die LGR 5-
mRNA im humanen Endometrium konstitutiv über den Zyklus exprimiert wird.
Die LGR 5-mRNA-Expression zeigte dabei  ähnlich wie bei den anderen untersuch-
ten Rezeptoren  auch nach Normalisierung mit dem ALAS-housekeeping-Gen eine
hohe interindividuelle Schwankungsbreite.
Die semiquantitativen RT-PCR-Ergebnisse wurden gegen die Expression des Refe-
renzgens Cytochromoxidase C (Untereinheit 1A) abgeglichen. Wie bei der Real-time
RT-PCR fanden sich deutliche interindividuelle Schwankungen.
Die interindividuellen Schwankungen traten somit unabhängig von den verwendeten
Referenzgenen auf.
Die Ursachen für die hohe interindividuelle Schwankung der Expression sind bis dato
nicht geklärt, könnten aber a) eventuell ein Hinweis auf pathologische Zyklenverläufe
sein und b) die weiter unten diskutierte Stammzellhypothese unterstützen.
Im Northern Blot ließ sich die LGR 5-mRNA durch eine Bande der erwarteten Größe
von etwa 4,5 kb darstellen. Allerdings war der Nachweis nur in RNA-Proben mög-
lich, in denen zuvor in der RT-PCR eine starke LGR 5-mRNA-Expression gezeigt
werden konnte. Darüber hinaus musste der Röntgenfilm sehr lange exponiert wer-
den. Es lässt sich somit schließen, dass die LGR 5-mRNA-Expression im humanen
Endometrium eher niedrig ist.
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Barker et al. (Barker et al., 2007) wiesen in Mäusen nach, dass der LGR 5-Rezeptor
in einzelnen Zellen am Boden der Drüsen und Krypten des Dünn- und Dickdarms
exprimiert wird. Diese Zellen wiesen Stammzellaktivitäten auf. Ebenso fiel auf, dass
die LGR 5-mRNA-Expression in adulten Mäusen auf wenige, einzeln verteilte Zellen
beschränkt ist. Inzwischen ist der LGR 5-Rezeptor als Stammzellmarker im Darm
und in Haarfollikeln etabliert (Jaks et al., 2008).
Geht man also davon aus, dass der LGR 5-Rezeptor exklusiv an Stammzellen ex-
primiert ist, würde dies erklären, warum sich die LGR 5-mRNA-Expression im hu-
manen Endometrium als recht gering erwies. Je nach Tiefe der Abrasio können die
Abradate unterschiedlich viele Stammzellen enthalten.
Versuche an getrennten Zellen des humanen Endometriums im Rahmen dieser Ar-
beit zeigten, dass die LGR 5-mRNA-Expression in frisch nach der Hysterektomie
isolierten endometrialen Epithelzellen stärker ist als in den zugehörigen Stromazel-
len des jeweiligen OP-Präparats. Interessanterweise sank während der Kultivierung
das Expressionsniveau in den Epithelzellen auf das der Stromazellen ab. Es kann
vermutet werden, dass die Steuerung der LGR 5-Expression in den einzelnen Zell-
kompartimenten durch eine Epithel-Stromainteraktion erfolgt.
In diesem Zusammenhang ist bekannt, dass die LGR 5-Expression in hepatozellulä-
ren Karzinomen der Kontrolle des Wnt-Signaltransduktionswegs untersteht (Yama-
moto et al., 2003). Im Endometrium sind die Liganden und Inhibitoren der epithelial
lokalisierten Wnt-Rezeptoren im Stroma exprimiert (Tulac et al., 2003). Somit könn-
te der fehlende Epithel-Stromakontakt in der reinen Epithelzellkultur in vitro die
Ursache für die Abnahme der LGR 5-mRNA-Rezeptorexpression nach längerfristiger
Kultivierung sein.
Auch im Myometrium konnte eine LGR 5-mRNA-Expression gezeigt werden. Mit
dem Wissen, dass der LGR 5 in Tumoren die Zellproliferation und das Zellwachstum
moduliert, könnte spekuliert werden, dass die Ausreifung des Myometriums und die
Ummodelierung der Zervix gegen Ende der Schwangerschaft unter Beteiligung des
LGR 5-Systems abläuft. Es müsste nun geklärt werden, welche Zellen den LGR 5
im humanen Myometrium exprimieren.
Eine LGR 5-mRNA-Expression wurde weiterhin mittels Real-time RT-PCR an der
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erst- und zweittrimestrigen Decidua dargestellt. Auch hier zeigten sich hohe interin-
dividuelle Unterschiede im Expressionsniveau, deren Ursache ebenfalls nicht geklärt
werden konnte.
In den getrennten decidualen Zellen konnten  ähnlich wie für die endometrialen Zell-
populationen  Unterschiede in der Expression gezeigt werden. Die frisch isolierten
epithelialen Zellen zeigten augenscheinlich eine stärkere Expression als die zugehöri-
gen decidualen Stromazellen. Es ist zu erwähnen, dass die decidualen Epithelzellen
den endometrialen Epithelzellen entsprechen. Es handelt sich um die Zellen der ver-
bleibenden endometrialen Drüsen.
In der Immunhistochemie zeigte sich in der Decidua, wie erwartet, eine relativ schwa-
che, aber spezifische und reproduzierbare Anfärbung aller Zellen der endometrialen
Drüsen.
Die Decidua basalis wies  verglichen mit der Decidua parietalis  eine insgesamt
etwas stärkere, allerdings großteilig auf das Oberflächen- und Drüsenepithel be-
schränkte Anfärbung auf. Das basale, deciduale Stroma blieb nahezu frei von einer
Anfärbung, lediglich einige sehr wenige, verteilte Zellen erwiesen sich als schwach
positiv. Die LGR 5-Proteinexpression in der humanen parietalen Decidua war insge-
samt schwach. Auch hier zeigte sich überwiegend eine Anfärbung des Epithels sowie
wiederum einzelner stromaler Zellen.
Krusche et al. (unpublizierte Daten) wiesen in getrennten Zellpopulationen eine
LGR 5-mRNA in decidualen Leukozyten mittels semiquantitativer RT-PCR nach.
Somit könnte es sich bei den einzelnen, verteilt im Stroma liegenden Zellen um de-
ciduale Immunzellen handeln. Zum Anderen wäre es aber auch möglich, dass diese
Zellen Reste von Stammzellpopulationen darstellen.
Neben den oben erwähnten Arbeiten aus der Stammzellforschung (Barker et al.,
2007; Jaks et al., 2008) wissen wir durch Arbeiten aus der Tumorforschung, dass
der LGR 5 und sein unbekannter Ligand auch in der Tumorprogression  höchst-
wahrscheinlich durch Beeinflussung der Zellproliferation (Tanese et al., 2008) und
der Regulation des Zellwachstums (McClanahan et al., 2006)  eine Rolle spielen.
Durch den Nachweis der LGR 5-mRNA-Expression im humanen Endometrium und
der humanen Decidua kann vermutet werden, dass das LGR 5-System nicht nur
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die Zellproliferation und das Zellwachstum in Stamm- und Tumorzellen beeinflusst,
sondern auch bei der Transformation von Zellen im Reproduktionstrakt, wie sie z.B.
im Zyklus des humanen Endometriums und im Decidualisierungsprozess auftreten,
von Bedeutung ist. Welche parakrinen und autokrinen Modulatoren in einen solchen
 hypothetisch durch das LGR 5-System gesteuerten  Prozess allerdings eingreifen
könnten, ist bis heute nicht bekannt.
Die klassischen Regulatoren des endometrialen Zyklus  Östradiol und Progesteron
 scheiden zumindest auf mRNA-Ebene als mögliche Regulationsfaktoren dieses Sys-
tems aus, da sich die LGR 5-mRNA-Expression als konstitutiv und damit unbeein-
flusst durch die beiden Steroidhormone darstellte. Eine steroidale LGR 5-Regulation
auf Proteinebene wäre allerdings dennoch denkbar.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte exemplarisch auch eine LGR 5-mRNA-Expression
in der humanen Plazenta nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem
von Hsu und seinen Mitarbeitern (Hsu et al., 1998). Die nachgewiesene mRNA-
Expression des LGR 5 in der Plazenta legt nahe, dass der LGR 5 auch eine Bedeu-
tung in der physiologischen und eventuell pathologischen Schwangerschaft haben
könnte. Näheres ist bis heute allerdings nicht bekannt.
4.3.3 Die LGR 7-Expression im humanen, weiblichen Reproduktionstrakt
4.3.3.1 Endometrium und Myometrium
Über die Wirkungen von Relaxin am Endometrium gibt es bereits eine Vielzahl
an Studien und Hypothesen. Trotzdem wird die Lokalisierung der Expression des
Relaxinrezeptors LGR 7 im humanen Endometrium bis heute kontrovers diskutiert
und auch die Ergebnisse bezüglich einer hormonellen Regulation der LGR 7-mRNA-
Expression sind widersprüchlich.
Im Rahmen dieser Arbeit konnte auf mRNA-Ebene sowohl mittels semiquantitati-
ver RT-PCR als auch mittels Real-time RT-PCR die konstitutive LGR 7-mRNA-
Expression im humanen Endometrium gezeigt werden. Die Verwendung verschiede-
ner Primerpaare gegen unterschiedliche Abschnitte der Relaxinrezeptor-cDNA ergab
dieselben Resultate.
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Interessanterweise zeigte die Analyse der endometrialen cDNA-Bank mit der Real-
time RT-PCR aber, dass es zu Beginn der lutealen Phase (zwischen dem 15. und
18. Zyklustag) zu einer besonders starken, interindividuellen Schwankung und zu
einer tendenziell stärkeren LGR 7-mRNA-Expression während der Lutealphase des
Menstrualzyklus kam, die allerdings statistisch keine Signifikanz erreichte.
Ivell et al. (Ivell et al., 2003) zeigten in Zellkulturversuchen, dass Progesteron und
Relaxin keinerlei Effekte auf die LGR 7-mRNA-Expression endometrialer Zellen
ausübten, ebenso wenig wie der spezifische Phosphodiesterase 4 Inhibitor Rolipram.
Allerdings zeigten Ivell und seine Mitarbeiter in endometrialen Proben, die den
gesamten Zyklus abdeckten, eine stärkere LGR 7-mRNA-Expression in der sekreto-
rischen Phase des Zyklus, die sich aber als statistisch nicht signifikant erwies.
Im Gegensatz dazu zeigten Luna et al. (Luna et al., 2004) mittels semiquantitativer
und Real-time RT-PCR, dass das humane Endometrium die LGR 7-mRNA konsti-
tutiv über den Zyklus exprimiert, allerdings mit einer Tendenz in Richtung einer
stärkeren LGR 7-mRNA-Expression in der proliferativen Phase.
Hier waren die individuellen Schwankungen der LGR 7-mRNA-Expression so stark,
dass keine Aussage über eine signifikante Regulation der mRNA-Expression getrof-
fen werden konnte. Genauere Betrachtungen der LGR 7-mRNA-Expression während
der frühen Lutealphase (zur Zeit der Implantation des Embryos und des Beginns der
Decidualisierung) durch die Arbeitsgruppe zeigten ebenfalls keine konsistente und
signifikante Regulation der Rezeptor-mRNA-Expression während der Ausbildung ei-
nes konzeptiven Endometriums.
Allerdings wurden die Expressionsspiegel der Rezeptor-mRNA in dieser Studie als
Verhältnis zur Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase (GAPDH)-mRNA-Expres-
sion dargestellt, ein housekeeping-Gen, für welches eine steroidhormonabhängige Ex-
pression nachgewiesen wurde (Wu et al., 2003). Damit sind die Daten bezüglich
der Regulation der LGR 7-mRNA-Expression über den Zyklus unter physiologisch
wechselnden Mengen von Steroidhormonen eher kritisch zu hinterfragen und die ten-
denziell stärkere LGR 7-mRNA-Expression in der proliferativen Phase könnte auch
durch eine Regulation des housekeeping-Gens zu Stande gekommen sein.
Die Ergebnisse unserer und oben genannter Untersuchungen stehen im starken Ge-
gensatz zu der Studie von Bond et al. (Bond et al., 2004), die einen signifikanten
Anstieg sowohl der endometrialen LGR 7-mRNA-Expression als auch der Liganden-
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rezeptorbindung während der sekretorischen Phase des Menstrualzyklus nachweist.
Eine erhöhte Affinität zwischen Ligand und Rezeptor als Ursache der gesteigerten
Ligandenrezeptorbindung wurde dabei ausgeschlossen. Die Gründe für die unter-
schiedlichen Ergebnisse der Studien sind bis heute unklar.
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die LGR 7-mRNA-Expression an getrennten en-
dometrialen Epithel- und Stromazellen, die mit E und E+MPA kultiviert wurden,
untersucht. Bei Verwendung der semiquantitativen RT-PCR wurde eine konstitutive
LGR 7-mRNA-Expression gefunden. Dieses Ergebnis ist konsistent mit der darge-
stellten konstitutiven endometrialen LGR 7-mRNA-Expression.
Hingegen wiesen Mazella et al. (Mazella et al., 2004) in Zellkulturversuchen an ge-
trennten endometrialen Zellen eine geringe Induktion der LGR 7-mRNA-Expression
durch das Gestagen MPA allein und durch MPA in Kombination mit Relaxin in
Stromazellen nach. In endometrialen Drüsenzellen erwies sich die LGR 7-mRNA-
Expressionssteigerung durch MPA als deutlich geringer. Die recht langsame und
moderate LGR 7-mRNA-Expressionssteigerung durch MPA könnte möglicherwei-
se auf eine Stromazelldifferenzierung zurückzuführen sein und könnte somit für die
Tendenz in Richtung einer etwas stärkeren LGR 7-mRNA-Expression im humanen
Endometrium während der sekretorischen Phase des Zyklus verantwortlich sein.
Die differierenden Ergebnisse bezüglich der Induktion der LGR 7-mRNA-Expression
im humanen Endometrium durch MPA und Relaxin mögen eventuell in einer nied-
rigeren Probenzahl bzw. in unterschiedlichen Inkubationszeiten der Zellkulturen be-
gründet sein. Zudem wurden unterschiedliche Methoden der Quantifizierung ver-
wendet, Ivell et al. (Ivell et al., 2003) nutzten die weniger sensitive Methode der
semiquantitativen RT-PCR, während Mazella et al. die Quantifizierung der LGR 7-
mRNAmittels Real-time RT-PCR durchführten. Zudem verwendeten Ivell et al. wie-
derum GAPDH als housekeeping-Gen (s.o.) zur Normalisierung der LGR 7-mRNA-
Expressionsdaten.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass auf Grund der in dieser Arbeit vor-
liegenden und diskutierten Ergebnisse davon ausgegangen werden kann, dass die
LGR 7-mRNA-Expression im humanen Endometrium über den Zyklus weder durch
Östradiol noch Progesteron signifikant reguliert wird.
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Mit der Northern Hybridisierung konnte an exemplarischen Proben aus der prolife-
rativen (9. Zyklustag) und der sekretorischen (18. Zyklustag) Phase des zyklischen
Endometriums die LGR 7-mRNA im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden. Nach
Hybridisierung des Blots mit der LGR 7-Sonde stellte sich eine deutliche Bande des
erwarteten Molekulargewichts von ca. 4,5 kb dar.
Hsu et al. (Hsu et al., 2000) wiesen mittels Northern Blot ein um etwa 3 kb kür-
zeres Transkript der LGR 7-mRNA in multiplen Geweben nach, u.a. im humanen
Uterus. Diese Variante mag auf alternativem splicing der kodierenden Region am
N-terminalen Ende des Rezeptors beruhen.
Dieses alternative Spliceprodukt der LGR 7-mRNA konnte hier nicht gezeigt wer-
den und weder Ivell et al. (Ivell et al., 2003) noch Mazella et al. (Mazella et al.,
2004) fanden mittels RT-PCR alternative LGR 7-mRNA-Produkte in kultivierten
endometrialen Stroma- und Epithelzellen.
Somit besteht eine gewisse Unsicherheit über das Vorhandensein von LGR 7-Splice-
varianten im humanen Endometrium.
Über die Proteinexpression des LGR 7 im humanen Endometrium gibt es inzwischen
ebenfalls eine größere Anzahl von Arbeiten, die z.T. unterschiedliche Ergebnisse zei-
gen.
Der in dieser Arbeit verwendete polyklonale  gegen den intrazellulären Teil des
LGR 7-Rezeptorproteins gerichtete  Antikörper zeigte eine Anfärbung des Zyto-
plasmas besonders der luminalen und glandulären Epithelzellen des Endometriums
über den gesamten Zyklus hinweg.
Die hier dargestellte Lokalisation des LGR 7-Rezeptorproteins deckt sich mit den
Ergebnissen von Bond et al. (Bond et al., 2004), die ebenfalls eine starke Protein-
expression im luminalen und glandulären Epithel zeigten.
Ebenfalls bestätigen die Ergebnisse dieser Arbeit die Anfärbbarkeit des endome-
trialen Stromas: Es zeigte sich eine schwache zytoplasmatische Immunreaktion im
endometrialen Stroma des Stratum basale und functionale.
Luna et al. (Luna et al., 2004) wiesen das LGR 7-Rezeptorprotein bis auf die mitt-
sekretorische Phase sowohl in endometrialen Stroma- als auch Epithelzellen nach.
Diese Arbeitsgruppe konnte jedoch die LGR 7-Expression in der zweiten Hälfte der
Lutealphase nur noch beschränkt auf die apikalen Membranen der glandulären und
luminalen Epithelzellen detektieren.
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Dies könnte eventuell damit erklärt werden, dass Luna et al. (Luna et al., 2004) einen
Antikörper verwendeten, der an die extrazellulären Dömanen des LGR 7-Proteins
bindet. Über die dort lokalisierten Domänen ist bekannt, dass sie die primären Li-
gandenbindungsstellen für das Relaxin sind. Diese könnten während der spätlutealen
Phase durch Relaxin blockiert sein. Auch beim Menschen ist Relaxin als Ligand von
LGR 7 ein Hormon der Lutealphase und der Schwangerschaft, welches zu dieser
Zeit verschiedenste Funktionen erfüllt. Über die Sättigungstheorie ließe sich die
Beobachtung von Luna et al. (Luna et al., 2004) somit erklären.
Unter Verwendung des an intrazelluläre Bereiche des LGR 7-Proteins bindenden
Antikörpers konnte ein solcher Rückgang der Expression im Rahmen dieser Arbeit
nicht beobachtet werden. Vielmehr wurde ein genau gegensätzliches Phänomen deut-
lich: In der Mitte der Proliferationsphase erschien die LGR 7-Proteinexpression im
luminalen Epithel und den Drüsen der Funktionalis am geringsten und verstärkte
sich gegen Ende der proliferativen Phase, um dieses Niveau auch während der se-
kretorischen Phase zu halten.
Diese Beobachtung auf Proteinebene deckt sich gut mit der in dieser Arbeit gezeig-
ten Tendenz einer leicht gesteigerten mRNA-Expression während der sekretorischen
Phase.
Zu gänzlich gegensätzlichen Ergebnissen bezüglich der Lokalisation des LGR 7-
Proteins im Endometrium kamen Ivell et al. (Ivell et al., 2003). Die Arbeitsgruppe
wies in immunhistochemischen Reaktionen ausschließlich eine Expression im endo-
metrialen Stroma nach. Es wurde keine LGR 7-Expression im endometrialen Epithel
gefunden.
Die von Ivell et al. nachgewiesene Stromareaktion erwies sich hierbei nicht als uni-
form, sondern trat als eine Art Flickenteppich mit Arealen starker und Arealen
schwächerer bis fehlender Anfärbung in Erscheinung. Die Färbung beschränkte sich
auf die Funktionalis und hier im Besonderen auf Zellen, die endometriale Drüsen
umgaben. Die Basalis blieb hingegen gänzlich frei von immunreaktivem LGR 7-
Protein. Diese Arbeitsgruppe verwendete einen selbst hergestellten Antikörper. Die
Gründe für die unterschiedlichen Ergebnisse der LGR 7-Proteinlokalisation im hu-
manen Endometrium sind aber dennoch nicht nachzuvollziehen, da der Antikörper
gut charakterisiert wurde.
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In den in dieser Arbeit durchgeführten Immunreaktionen fiel auf, dass zwar die
Mehrheit der Stromazellen der Funktionalis ungefärbt blieb, allerdings einzelne ver-
teilte Zellen eine starke Anfärbung zeigten  besonders während der menstrualen
und der ersten Hälfte der proliferativen Phase. Kohsaka et al. (Kohsaka et al., 1998)
wiesen bereits 1998 eine derartige, auf einzelne Stromazellen beschränkte Reaktion
nach. Eventuell könnte es sich bei den einzelnen, im Stroma verteilten anfärbbaren
Zellen des Endometriums um Immunzellen handeln, wie bereits für die Decidua im
Rahmen dieser Arbeit durch Immundoppelmarkierung mit dem spezifischen Anti-
körper und einem CD-45 Antikörper gezeigt werden konnte. Es bleibt somit noch
definitiv zu klären, warum die LGR 7-Proteinexpression im humanen endometrialen
Stroma unregelmäßig und auf bestimmte Areale begrenzt erscheint und um welche
individuellen Zellen es sich bei den stark positiv reagierenden Zellen im endometria-
len Stroma wirklich handelt. Zum heutigen Zeitpunkt ist die genaue Lokalisation
der LGR 7-Proteinexpression im humanen Endometrium damit noch nicht endgül-
tig geklärt.
Allerdings zeichnet sich eine Tendenz in Richtung der im Rahmen dieser Arbeit
dargestellten, spezifischen Verteilung des LGR 7-Rezeptorproteins ab, da die hier
durchgeführten Immunmarkierungen eine deutliche, spezifische Anfärbbarkeit der
luminalen und glandulären Epithelzellen zeigen. Diese Proteinverteilung erscheint
vor dem Hintergrund der Arbeiten von Bond et al. (Bond et al., 2004) und Luna et
al. (Luna et al., 2004), der Spezifität der Färbungen und der ungefärbten Negativ-
kontrollen glaubwürdig. Es werden dennoch weitere Studien vonnöten sein, um die
Lokalisation und Stärke der LGR 7-Proteinexpression im humanen Endometrium
endgültig zu klären.
In der vorliegenden Arbeit konnte mittels semiquantitativer RT-PCR eine LGR 7-
mRNA-Expression im humanen Myometrium nachgewiesen werden, was Arbeiten
von Kohsaka et al. (Kohsaka et al., 1998) und Ivell et al. (Ivell et al., 2003) bestätigt.
Eine myometriale Kontraktionsinhibition durch Relaxin scheint beim Menschen, im
Gegensatz zu Mäusen, Ratten und Schafen (reviewed in Bathgate et al., 2006), nicht
bewirkt zu werden (Heng et al., 2008).
Deshalb kann über die Funktionen des Relaxin-LGR 7-Systems im humanen Myo-
metrium nur spekuliert werden.
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4.3.3.2 Decidua und Plazenta
Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals die LGR 7-mRNA-Expression in der erst-
und zweittrimestrigen Decidua nachgewiesen. Mittels der Real-time RT-PCR konnte
eine konstitutive LGR 7-mRNA-Expression gefunden werden. Es war auffällig, dass
besonders beim Übergang vom ersten in das zweite Trimester (11. bis 13. Woche) die
individuelle Schwankung der LGR 7-mRNA-Expression sehr stark ausgeprägt war
und sich während dieses Zeitraumes eine statistisch signifikante Expressionssteige-
rung fand. Genau zu dieser Zeit erreicht auch die plazentäre und deciduale Relaxin-
sekretion ihren Höhepunkt (Bogic et al., 1997). Eine ähnliche Tendenz konnte im
humanen Endometrium beim Übergang von der proliferativen in die sekretorische
Phase beobachtet werden, zu einem Zeitpunkt, an dem die Relaxinserumkonzentra-
tion signifikant ansteigt. Dies deutet darauf hin, dass die LGR 7-mRNA-Expression
eventuell durch den eigenen Liganden beeinflusst wird.
Zudem beginnt zu dieser Zeit die Durchblutung der Plazenta, ein weiterer Prozess
bei dem das LGR 7-/Relaxinsystem eine Rolle spielen könnte. Es ist unklar, ob die
Proben, die in der Übergangszeit vom ersten zum zweiten Trimester eine auffällig
hohe Relaxinrezeptor mRNA-Expression zeigten, die physiologischen Proben sind
oder ob die hohe LGR 7-mRNA Expression einen pathologischen Verlauf reflektiert.
Semiquantitative RT-PCR-Versuche an aus der humanen Decidua aufgereinigten
Zellpopulationen zeigten, dass die LGR 7-mRNA sowohl in epithelialen Zellen als
auch stromalen Fibroblasten gleichmäßig stark exprimiert wird. Relaxin fördert am
sekretorischen Endometrium die Differenzierung von Stromazellen in deciduale Zel-
len (Lane et al., 1994), so dass es nicht weiter verwundert, dass deciduale Stroma-
zellen den LGR 7 exprimieren.
Weiterhin ist bekannt, dass Relaxin implantationsfördernd wirkt. Dieser Effekt wird
u.a. über das Eingreifen in das Immunsystem zur Verhinderung von maternalen
Abstoßungsreaktionen (Dell et al., 1995; Stewart et al., 1997) erzielt. Außerdem
fördert Relaxin die Extravasation und Rekrutierung von Leukozyten (Figueiredo
et al., 2006), so dass es nicht erstaunt, dass ein Teil der decidualen Leukozyten
(Krusche et al., unpublizierte Daten) die LGR 7-mRNA exprimieren.
Auf Proteinebene wurde die LGR 7-Rezeptorexpression im Rahmen dieser Arbeit
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an decidualen Geweben dargestellt.
Unter Verwendung der käuflichen Antikörper von Phoenix Pharmaceuticals zeigte
sich eine sehr starke Anfärbung der gesamten Schnitte, die nicht glaubwürdig er-
schien. Auch die Blockierung unspezifischer Antikörperbindungen mit KLH führte
zu keiner Reduktion des Hintergrunds. Der Antikörper wurde hierbei vor der Ver-
wendung mit KLH abgesättigt. Da das zu erkennende Peptid an KLH gekoppelt ist,
werden über eine KLH-Sättigung kreuzreagierende Komponenten eliminiert (Ivell
et al., 2003).
Unter Verwendung des Antikörpers ab12715 der Firma Abcam gelang es in der pa-
rietalen und basalen Decidua eine positive Immunreaktion an den Zellmembranen
und im Zytoplasma der endometrialen Drüsen zu zeigen. Einzelne stromale Zellen
wiesen ebenfalls eine Anfärbbarkeit auf. Die einzelnen stromalen Zellen mögen Fibro-
blasten, deciduale Zellen, Leukozyten oder im Falle der Decidua basalis extravillöse
Trophoblastzellen (EVT) sein.
Die Ergebnisse der Immundoppelmarkierungsversuche zeigen, dass eine kleine An-
zahl der verteilten, LGR 7-positiv-reagierenden Stromazellen CD45 positive Leuko-
zyten darstellen. Bedenkt man, dass Relaxin die Migrationskapazität und die chemo-
taktische Antwort von mononukleären Blutzellen auf MCP-1 (monocyte chemotactic
protein-1 ) verstärkt (Figueiredo et al., 2006), so lassen die Ergebnisse vermuten, dass
die LGR 7-positiven Immunzellen durch diesen Mechanismus von decidualen Gewe-
ben rekrutiert werden könnten. Allerdings werden weitere Studien notwendig sein,
um die exakte Funktion dieser LGR 7-exprimierenden Immunzellen in decidualen
Geweben genauer zu charakterisieren.
Das Epithel der decidualen Drüsen zeigte eine starke Anfärbbarkeit in der Immun-
reaktion.
Die typischen großen, runden Deciduazellen wiesen  verglichen mit den Zellen des
funktionalen endometrialen Stromas (s.o.)  eine sehr starke LGR 7-Proteinexpres-
sion auf. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von Tang et
al. (Tang et al., 2005), die demonstrierten, dass Relaxin eine signifikante Steige-
rung der Prolaktin- und IGFBP-1-Genexpression in kultivierten, zu Deciduazellen
differenzierten Stromazellen, aber nicht in endometrialen Stromazellen bewirkte.
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Auch einige extravillöse Trophoblastzellen exprimieren den LGR 7-Rezeptor (Kru-
sche et al., unpublizierte Daten). Da wir wissen, dass deciduale und plazentäre Zel-
len Relaxin sezernieren, kann vermutet werden, dass es zwischen diesen Relaxin-
sezernierenden Zellen und den extravillösen Trophoblastzellen parakrine Feedback-
schleifen gibt. Relaxin induziert die Sekretion von extrazellulären Matrixmetallopro-
teinasen (MMPs)  insbesondere MMP-1, MMP-3 und MMP-9 (Qin et al., 1997) 
von denen bekannt ist, dass sie in EVT-Zellen während der Invasion in das Endo-
metrium zeit- und ortsspezifisch exprimiert werden (Huppertz et al., 1998).
Es kann spekuliert werden, dass diese LGR 7-positiven EVT-Zellen die Decidua
eventuell deutlich tiefer invadieren als LGR 7-negative EVT-Zellen. Hier sind weite-
re Studien notwendig um herauszufinden, ob im Falle einer pathologischen Invasion
der extravillösen Trophoblastzellen (z.B. Plazenta accreta oder percreta) eine erhöh-
te Relaxinrezeptorproteinexpression in der EVT-Zelle vorliegt.
Kongruent zu der LGR 7-Expression in EVT-Zellen konnte im Rahmen dieser Arbeit
exemplarisch anhand einer kleinen Stichprobe eine LGR 7-mRNA-Expression in der
humanen Plazenta mittels semiquantitativer RT-PCR nachgewiesen werden. Diese
Ergebnisse decken sich mit denen von Kohsaka et al. (Kohsaka et al., 1998) und
Wang et al. (Wang et al., 2008), die eine spezifische Relaxinbindung an Zellen der
Plazenta (maternale und fetale Membranen) nachweisen konnten. Auch Lowndes
et al. (Lowndes et al., 2006) wiesen eine  wenn auch sehr schwache  LGR 7-
mRNA- und Proteinexpression in dem maternalen Teil der Plazenta nach. Eine
starke Expression fand sich in den fetalen Membranen.
Interessanterweise haben Patientinnen mit einer vorzeitigen Ruptur der unreifen
embryonalen Membranen (PPROM) deutlich erhöhte Relaxinspiegel (Bogic et al.,
1997). Welche Rolle die plazentäre Relaxinsekretion sowie die LGR 7-Rezeptorex-
pression der fetalen Membranen und der Plazenta bei diesen Patientinnen spielt, ist
noch unklar. Da der Relaxinserumspiegel physiologischerweise während des zweiten
Trimesters der humanen Schwangerschaft abfällt, findet sich hier ein interessanter
Ansatzpunkt für die Pathogenese von PPROM und die mögliche Involvierung von
Relaxin und seinem Rezeptor.
Auch eine erniedrigte LGR 7-Expression wird mit einer plazentären Pathologie in
Verbindung gebracht (Wang et al., 2008). Die Arbeitsgruppe um Wang zeigte, dass
115
4 DISKUSSION
es eine Korrelation zwischen der erniedrigten LGR 7-Rezeptorexpression in der Pla-
zenta und dem Auftreten einer Präeklampsie gibt.
Abschließend muss gesagt werden, dass das Feld der spezifischen Relaxin-/LGR 7-
vermittelten Wirkungen an der humanen Plazenta zum heutigen Zeitpunkt weitest-
gehend spekulativ bleibt und sicherlich für detailliertere Forschung von Interesse
ist.
4.3.4 Die LGR 8-Expression im humanen, weiblichen Reproduktionstrakt
Eine LGR 8-mRNA-Expression konnte im Rahmen dieser Arbeit im humanen, zy-
klischen Endometrium mittels konventioneller RT-PCR nicht nachgewiesen werden.
Da die verwendeten Kontrollgewebe spezifische Produktbanden zeigten, kann davon
ausgegangen werden, dass hier kein methodisches Problem vorlag.
Bis heute konnte nur von einer Forschergruppe eine sehr schwache LGR 8-mRNA-
Expression im humanen Endometrium nachgewiesen werden (Mazella et al., 2004).
Es ist bekannt, dass die Serumkonzentrationen von INSL3 bei weiblichen Individuen
kaum messbar sind (reviewed in Ivell und Bathgate, 2002). Somit kann zunächst
davon ausgegangen werden, dass INSL3 im humanen, zyklischen Endometrium keine
spezifische endokrine Rolle erfüllt und der INSL3-Rezeptor LGR 8  wenn überhaupt
 nur in vereinzelten Zellen gefunden werden kann.
Da der Ligand von LGR 8  das Peptidhormon INSL3  lokal im humanen Endome-
trium exprimiert wird (Hombach-Klonisch et al., 2001), allerdings an dieser Stelle
keine spezifische Rezeptorexpression gefunden wurde, kann davon ausgegangen wer-
den, dass INSL3 im humanen Endometrium auch keine parakrinen Effekte ausübt,
da der LGR 8-Rezeptor bis dato der einzige in vivo nachgewiesene Rezeptor für
INSL3 ist (Bogatcheva et al., 2003; Kamat et al., 2004; Halls et al., 2005).
Interessanterweise wurden im Uterus von Mäusen (Kamat et al., 2004) und im en-
dometrialen Stroma von neugeborenen und trächtigen Schweinen (Yan et al., 2006)
LGR 8-mRNA-Transkripte gefunden. Somit scheint das LGR 8-Expressionsmuster
zwischen den unterschiedlichen Spezies zu variieren. In diesen Spezies kann INSL3
über seinen Rezeptor, den LGR 8, endokrin und/oder parakrin wirksam werden.
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Im uterinen Gewebe von Pinselohräffchen wurde eine zyklusabhängige Regulation
der INSL3-Sekretion (Zarreh-Hoshyari-Khah et al., 1999) gefunden. Hier konnte ge-
zeigt werden, dass in der ersten, FSH-abhängigen Phase des Menstruationszyklus die
INSL3-Expression im Endometrium herunter- und in der zweiten, LH-abhängigen
Phase des Zyklus die INSL3-Expression heraufreguliert wird. Über die Expression
des LGR 8 im Uterus der Pinselohräffchen wissen wir leider noch nicht viel, so dass
eine intraendometriale Funktion des INSL3-/LGR 8-Pärchens bezüglich der Diffe-
renzierung des Endometriums spekulativ bleibt.
Im humanen Myometrium hingegen konnte eine Expression der LGR 8-mRNA de-
monstriert werden. Diese Resultate werden durch Ergebnisse von Heng et al. (Heng
et al., 2008) bestätigt, denen es ebenso gelang eine myometriale LGR 8-mRNA-
Expression mittels RT-PCR darzustellen.
Auch im Myometrium trächtiger Schweine konnte eine starke LGR 8-mRNA-Expres-
sion nachgewiesen werden (Yan et al., 2006).
Es kann vermutet werden, dass parakrin wirkendes, plazentäres INSL3 vielleicht
Oxytocin-unterstützende oder evtl. auch antagonisierende Funktionen am Myome-
trium bezüglich der Wehentätigkeit ausübt bzw. im endometrial-myometrialen Dia-
log eine Rolle spielt. Die Funktion der Rezeptoren in diesem Gewebe bleibt aller-
dings spekulativ, da bis heute unklar ist, über welche second messenger der ak-
tivierte LGR 8-Rezeptor im Myometrium das Signal nach intrazellulär fortleitet.
INSL3 zeigte zumindest in humanen myometrialen Zellkulturen keinen Einfluss auf
die cAMP-Produktion (Heng et al., 2008).
In der humanen Decidua konnte im Rahmen dieser Arbeit erstmalig eine inkonstante,
interindividuell sehr unterschiedlich starke LGR 8-mRNA-Expression nachgewiesen
werden. Es konnte in den untersuchten Proben eine tendenziell stärkere Expres-
sion im ersten Trimester nachgewiesen werden. Allerdings konnten auf Grund der
geringen Probenzahl keine statistisch relevanten Aussagen getroffen werden.
Da die Decidua im Gegensatz zum Endometrium eine LGR 8-mRNA-Expression
zeigt, könnte es sein, dass das Hormon INSL3 in der frühen Schwangerschaft u.U.
eine Funktion ausübt.
Weibliche INSL3 −/− knock-out-Mäuse zeigten eine gestörte Fertilität (Nef und Pa-
rada, 1999), konnten allerdings  wenn auch mit geringeren Wurfzahlen  trächtig
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werden. Folglich kann geschlossen werden, dass das Fehlen von ISNL3 eine Schwan-
gerschaft negativ beeinflusst, jedoch nicht verhindert. Eine mangelhafte Deciduali-
sierung des Endometriums mit schlechteren Implantationsbedingungen könnte eine
solche Beeinflussung darstellen.
Auch eine erhöhte INSL3-Konzentration beeinträchtigt die Schwangerschaft. Em-
bryonen von INSL3-überexprimierenden Weibchen starben zwischen dem 10. und
14. Tag der Schwangerschaft (entspricht etwa dem zweiten Trimester der menschli-
chen Schwangerschaft) (Adham et al., 2002). Bei den Wildtyp-Weibchen wird genau
während dieser Zeit die ovarielle INSL3-Expression auf kaum messbare Serumkon-
zentrationen herunterreguliert, was dafür spricht, dass die unphysiologisch hohen
INSL3-Spiegel der transgenen Mäuse in dieser Zeit für das Absterben der Embryo-
nen verantwortlich waren.
Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass die Regulation der INSL3-Expression
während der Trächtigkeit von Mäusen für die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft
 insbesondere im mittleren Drittel  von großer Bedeutung zu sein scheint.
Für eine Beteiliung des LGR 8-/INSL3-Systems an den Prozessen der humanen
Schwangerschaft spricht auch, dass in der humanen Plazenta in dieser Arbeit ei-
ne LGR 8-mRNA-Expression mittels semiquantitativer RT-PCR dargestellt werden
konnte. Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu Arbeiten von Lowndes et al. (Lown-
des et al., 2006), die sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene keine Expression
des LGR 8-Rezeptors nachweisen konnten.
Der LGR 8-Proteinnachweis in der humanen Plazenta gelang auf Grund fehlender
zuverlässiger Rezeptorantikörper bis heute allerdings noch nicht.
Neben der inzwischen offensichtlichen Einflussnahme auf den fetalen Deszensus des
Hodens (Nef und Parada, 1999; Zimmermann et al., 1999; Gorlov et al., 2002; Ferlin
et al., 2003) kann sicher davon ausgegangen werden, dass INSL3 und sein Rezep-
tor auf Grund der hier dargestellten weiten Verteilung des LGR 8 im weiblichen
Reproduktionsstrakt noch viele weitere, auch auf den weiblichen Organismus bezo-
gene, spezifische Aufgaben erfüllt, womit sich ein für die kommenden Jahre höchst
interessantes Forschungsfeld auftut.
118
4.3 DISKUSSION DER ERGEBNISSE
4.3.5 Die LGR-Expression in humanen Karzinomzelllinien
Unterschiedliche Studien an Tumorzelllinien zeigen, dass eine gesteigerte Expression
der LGR-mRNA und auch eine erhöhte Expression des Rezeptorproteins (McCla-
nahan et al., 2006) mit gesteigerter Invasivität und erhöhter Wahrscheinlichkeit für
das Auftreten von Metastasen einhergeht (Gao et al., 2006a).
Hierbei scheint  zumindest in einigen Tumorzelllinien  die Regulation der LGR 4-
mRNA-Expression durch die Cyclin-abhängige Kinase (CDK) p27 gesteuert zu wer-
den (Gao et al., 2006a).
Die Expression von LGR 5 in hepatozellulären Karzinomen ist wahrscheinlich mit β-
Catenin-Mutationen und den Wnt-Signaltransduktionswegen (Rubinfeld et al., 1997;
Yamamoto et al., 2003) bzw. in Basalzellkarzinomen mit der Aktivierung von Hedge-
hog (HH) (Tanese et al., 2008) assoziiert. Der HH-Signaltransduktionsweg hat eine
Schlüsselrolle in der Entwicklung von Vertebraten und ist mit einer Vielzahl von bio-
logischen Prozessen wie Zelldifferenzierung, Proliferation und Wachstum (Wicking
und McGlinn, 2001) in Zusammenhang zu bringen. Die noch unbekannte Funktion
des LGR 5 ist vermutlich eher in der frühen Tumorgenese anzusiedeln (McClanahan
et al., 2006).
Veränderungen der Expression von Relaxin und dem zugehörigen Rezeptor LGR 7,
welche die Verbesserung des Blutflusses in zahlreichen Organen (Bani, 1997), die Ex-
pressionssteigerung von Matrixmetalloproteinasen (Qin et al., 1997; Lenhart et al.,
2001), die Reorganisation des Bindegewebes, die Apoptoseinhibition und die Stimu-
lation der Zellproliferation (u.a. in der Zervix) regulieren, sind mit typischen tu-
morwachstumsfördernden Prozessen wie Neovaskularisation, Gewebeumwandlung,
Unsterblichkeit und unkontrolliertemWachstum assoziiert. In gynäkologischen Tu-
moren steigert Relaxin die Expression und Aktivität verschiedener MMPs (Davidson
et al., 1999; Iurlaro et al., 1999; Aglund et al., 2004; Graesslin et al., 2006), was mit
einem invasiven Phänotyp (Ramos-DeSimone et al., 1999) und verstärkter Metasta-
senbildung (Guo et al., 2002) vergesellschaftet zu sein scheint.
Bei Mammakarzinomen korrelieren hohe Serumrelaxinkonzentrationen, u.a. eventu-
ell hervorgerufen durch eine erhöhte Relaxinsekretion der Tumoren selber (Tashima
et al., 1994), positiv mit dem Vorhandensein von Metastasen (Binder et al., 2004).
Deshalb wird diskutiert, dass sowohl der LGR 7 sowie auch der Ligand Relaxin bei
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der Tumorprogression eine nicht unwesentliche Rolle spielen könnte.
Da sich in der Vergangenheit G-Protein-gekoppelte Rezeptoren als interessante und
potente Targets für Therapeutika erwiesen haben (Lundstrom, 2005, 2006), ist es
sicherlich von Interesse, mehr über die LGR-Rezeptoren und ihre Physiologie zu
erfahren. In der Zukunft könnten diese Rezeptoren ein potentieller Ansatzpunkt für
neue, effektivere Krebstherapieschemata sein.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Tumorzelllinien des Reproduktions-
trakts deshalb mittels semiquantitativer RT-PCR auf eine LGR-mRNA-Expression
untersucht.
In der endometrialen Karzinomzelllinie Hec 1a konnte eine LGR 4-, LGR 5- und
LGR 8-mRNA-Expression gezeigt werden. Die Relaxinrezeptor-mRNA konnte nicht
nachgewiesen werden.
Bezüglich der LGR 8-Rezeptorexpression in der Zelllinie Hec 1a ist erwähnenswert,
dass das normale Endometrium die LGR 8-mRNA nicht exprimiert. Dies lässt auf ei-
ne direkte oder indirekte Beteiligung der LGR 8-Expression in der Pathophysiologie
endometrialer Tumoren schließen.
Die untersuchten humanen Chorionkarzinomzelllinien Jeg-3, Jar und BeWo zeigten
eine LGR 4-, LGR 5- und eine schwache LGR 8-mRNA-Expression. Die LGR 7-
mRNA ließ sich nur in der Chorionkarzinomzelllinie BeWo nachweisen, nicht jedoch
in den beiden Zelllinien Jeg-3 und Jar.
Dies zeigt die Zelllinienspezifität der LGR 7-Expression und, sofern sich das Ergebnis
auf Tumoren übertragen lässt, dass ein eventueller in vivo Einsatz von Relaxinan-
tagonisten nicht in allen Tumortypen einen Effekt erwarten lassen würde.
Die Tatsache, dass die Chorionkarzinomzellen ihre Fähigkeit zur INSL3-Expression
im Laufe der Zeit verlieren (Hombach-Klonisch et al., 2001), kann als Hinweis da-
rauf gesehen werden, dass die INSL3-Expression differenzierungsabhängig verläuft
und mit zunehmender Dedifferenzierung  in diesem Fall der trophoblastischen Tu-
morzellen  abnimmt. Somit deutet sich auch in entarteten Trophoblastzellen eine
Funktion des INSL3-/LGR 8-Systems an, dessen Bedeutung wir allerdings noch
nicht kennen.
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4.3 DISKUSSION DER ERGEBNISSE
In den untersuchten Mammakarzinomzelllinien T47D und MCF7 konnte eine LGR 4-,
LGR 5- und LGR 7-mRNA-Expression nachgewiesen werden. Die gezeigte LGR 4-
mRNA-Expression deckt sich gut mit der Erkenntnis, dass der CDK-Inhibitor p27
in vielen Mammakarzinomen herunterreguliert ist (Catzavelos et al., 1997). Ob al-
lerdings die LGR 4-mRNA-Expression in den T47D- und MCF7-Zelllinien hochre-
guliert wird, muss ein Vergleich mit der Expressionsstärke in normalen Epithelzellen
der Mamma zeigen.
Die negative LGR 5-mRNA-Expression ist inkongruent zu Ergebnissen von McCla-
nahan und Mitarbeitern (McClanahan et al., 2006), die keine LGR 5-Expression in
Brustkrebszelllinien nachweisen konnten. Die Gründe hierfür sind unbekannt.
Für die Brustkrebszellinie MCF7 wurde eine Relaxin-vermittelte Differenzierung
und Proliferation beschrieben (Sacchi et al., 1994). Dies deckt sich gut mit der im
Rahmen dieser Arbeit gezeigten LGR 7-Rezeptorexpression.
Über die Funktion von INSL3 und LGR 8 in der humanen Brustdrüse ist bis heute
nur wenig bekannt. Der INSL3-Rezeptor LGR 8 konnte weder in der gesunden Brust-
drüse noch in Mammakarzinomen nachgewiesen werden. Die INSL3-Expression ist
im Epithel von gutartigen Brusterkrankungen wie Mastopathie, Fibroadenomen und
Papillomen gegenüber der INSL3-Produktion in physiologischem Brustgewebe he-
runterreguliert. Eine noch stärker eingeschränkte INSL3-mRNA-Expression konnte
in maligne entarteten Zellen von duktalen und lobulären Mammakarzinomen gezeigt
werden (Hombach-Klonisch et al., 2000a).
Die offensichtlichen transkriptionalen und posttranskriptionalen Regulationsmecha-
nismen der INSL3-Genexpression in der weiblichen Brustdrüse sind ein möglicher
Ansatzpunkt für Spekulationen über Abweichungen der Kontrollmechanismen in
Krebsgeweben.
Auch hier ist die Signifikanz noch ungeklärt und es bedarf noch weiterer Untersu-
chungen, um die LGR 8-Proteinexpression und die Funktion des INSL3-/LGR 8-
Systems zu zeigen.
Die hier erbrachten exemplarischen Nachweise der LGR-mRNA-Expression in hu-
manen Karzinomzelllinien des Reproduktionstrakts und der Mamma deuten darauf
hin, dass die LGRs in der Pathophysiologie einiger Tumoren eine Rolle spielen könn-
ten. Die genauen Mechansimen müssen in Zukunft geklärt werden, um die LGRs als
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potentielles Ziel der Pharmakoonkotherapie einsetzen und gezielt nutzen zu können.
Bedenkt man, dass insbesondere die INSL3 mRNA-Expression als Marker für die
Differenzierung unterschiedlicher Zellen (bisher insbesondere der testikulären Leydig
Zellen  nun aber auch für die Brustdrüse angedeutet) angesehen wird (Pusch et al.,
1996; Balvers et al., 1998; Hombach-Klonisch et al., 2000a), ergibt sich hier mit
detaillierterem Wissen über die physiologischen Expressionsmuster evtl. ein frühzei-
tiger und hochsensitiver Tumormarker, der für die Diagnostik und Therapiekontrolle
gynäkologischer Tumorerkrankungen in der klinischen Zukunft eine Bedeutung er-
langen könnte.
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5 Zusammenfassung
Bis heute sind die komplexen Steuerungsvorgänge in Endometrium und Decidua,
welche die Etablierung und Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft gewährleis-
ten, nicht vollständig aufgeklärt. In diesem Zusammenhang gaben Studien von der
Arbeitsgruppe Hsueh erste Hinweise darauf, dass  neben den bekannten Steroid-
hormon-, Cytokin- und Wachstumsfaktorrezeptoren  noch eine weitere Klasse von
Rezeptoren, die leucin-rich repeat-containing G protein-coupled receptors (LGRs),
im Uterus exprimiert wird.
Auf diesem Hintergrund ist in der vorliegenden Arbeit die Expression von LGRs a)
im zyklischen humanen Endometrium, b) in der humanen Decidua des ersten und
zweiten Trimesters sowie c) in verschiedenen Karzinomzelllinien des Reproduktions-
trakts und der Mamma untersucht worden. Die Expressionsanalysen wurden mit
semiquantitativer- und Real-time RT-PCR, Northern Hybridisierung und Immun-
histochemie durchgeführt.
Im humanen Endometrium wird die LGR 4- und LGR 5-mRNA über den gesam-
ten Zyklus konstitutiv exprimiert. Beide mRNAs sind ebenfalls in der Decidua des
ersten und zweiten Trimesters nachweisbar. Die LGR 4-mRNA-Expression ist am
Übergang vom ersten und zweiten Trimester signifikant erhöht. Die Infertilität von
LGR 4 knock-out-Mäusen weist auf die Bedeutung dieses Rezeptors für die Fort-
pflanzung hin. Mangels eines zuverlässigen LGR 4-Antikörpers konnte die LGR 4-
Proteinexpression im Uterus nicht weiter charakterisiert werden. Das LGR 5-Protein
wurde in der Decidua immunhistochemisch in den Zellen der basalen Drüsen lokali-
siert. In weiterführenden Studien muss geklärt werden, ob der LGR 5 im Uterus das
Stammzellkompartiment markiert, so wie es für das Kolon beschrieben worden ist.
Die Relaxinrezeptor(LGR 7)-mRNA wird im humanen Endometrium konstitutiv
über den Zyklus exprimiert, unterliegt also keiner Regulation durch Östradiol und
Progesteron. In der Decidua wurde eine gesteigerte LGR 7-mRNA-Expression am
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Übergang vom ersten zum zweiten Trimester beobachtet. Darüber hinaus konn-
te das LGR 7-Protein in humanem Endometrium und Decidua lokalisiert werden.
Im Endometrium zeigten das Oberflächenepithel und die Drüsenzellen des Stratum
functionale während der späten proliferativen und sekretorischen Phase eine Anfär-
bung. In der Decidua waren die Drüsenepithelien, vereinzelte Leukozyten und einige
Zellen des extravillösen Trophoblasts LGR 7-positiv.
Diese Ergebnisse tragen zur Klärung der widersprüchlichen Datenlage bezüglich der
hormonellen Regulation der LGR 7-mRNA-Expression und der Proteinlokalisation
im Endometrium bei. Die funktionelle Bedeutung der Steigerung der LGR 7-mRNA-
Expression am Übergang vom ersten zum zweiten Trimester, einem Zeitpunkt an
dem viele Schwangerschaften scheitern, sollte verfolgt werden, da über den LGR 7
Prozesse wie die Invasion des Trophoblasten reguliert werden.
Eine LGR 8-mRNA-Expression ließ sich im Myometrium, der Decidua und der Pla-
zenta nachweisen. Das Endometrium stellte sich als LGR 8-mRNA-negativ dar. Da
laut Literatur das Endometrium den LGR 8-Liganden INSL3 produziert, ergibt
sich die Möglichkeit eines endometrial-myometrialen Dialogs über dieses Rezeptor-
ligandensystem, dessen funktionelle Bedeutung Gegenstand weiterer Forschung sein
sollte.
Die mRNA der vier LGRs wurde in den analysierten Karzinomzelllinien in zelltypi-
schen Mustern gebildet. Die Chorionkarzinomzelllinien Jeg-3 und Jar exprimierten
die mRNAs von LGR 4, LGR 5 und LGR 8, während in BeWo-Zellen zusätzlich
auch die LGR 7-mRNA nachweisbar war. In der endometrialen Karzinomzelllinie
Hec 1a ließen sich der LGR 4, 5 und 8 nachweisen. In den Brustkrebszelllinien T47D
und MCF7 fand sich die LGR 4-, LGR 5- und LGR 7-mRNA.
Da laut Literatur LGR 4, LGR 5 und LGR 7 die Invasivität und Metastasierungs-
tendenz von Tumorzellen beeinflussen, könnten diese Rezeptoren in Zukunft als the-
rapeutische targets in gynäkologischen Tumoren interessant werden.
Es ist zu erwarten, dass sich die LGRs samt ihrer zum Teil noch unbekannten Ligan-
den zu einem zukunftsträchtigen reproduktionsmedizinischen und tumorpathologi-
schen Forschungsbereich weiterentwickeln werden. Die vorliegende Arbeit hat einen
Beitrag zur Klärung der Expression und Regulation der LGRs 4, 5, 7 und 8 in den
Geweben des weiblichen Reproduktionstrakts geleistet.
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